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A cultura do citros tem sido afetada por patógenos como Xylella fastidiosa (Xf), 
Xanthomonas citri subsp. citri (Xcc) e Candidatus Liberibacter asiaticus (CaLas). Para o 
controle dessas doenças são necessárias grandes quantidades de defensivos agrícolas. 
Neste contexto, são importantes novas estratégias de manejo sustentável, como o uso 
de peptídeos antimicrobianos (AMP, antimicrobial peptides), que podem interferir com o 
crescimento desses patógenos. Esses peptídeos são codificados em genomas de vários 
organismos, inclusive de citros.  Assim, foi realizada uma prospecção de sequências 
codificantes de peptídeos no banco de sequências expressas de citros (CitEST), e além 
disso, peptídeos previamente descritos na literatura com atividade antimicrobiana foram 
utilizados.  Para verificar a ação dos AMPs sobre bactérias patogênicas ou endofíticas a 
citros ou espécies afins, quando a bactéria filogeneticamente correlacionada não é 
cultivada, foram realizados ensaios in vitro e in vivo. Entre os peptídeos avaliados in vitro  
os peptídeos CJ0714, EC0604, SC0902 e o PE1105 de citros  apresentaram atividade 
sobre Xcc, Sinorhizobium meliloti e Rhizobium radiobacter (bactérias filogeneticamente 
próximas a CaLas, não cultivada) e Methylobacterium spp (endofítica). Todos os 
peptídeos avaliados  in vitro para  Xcc tiveram suas atividades avaliadas em folhas de 
laranja doce destacadas e em plantas em casa de vegetação. Resultados com folhas 
destacadas corroboraram os dados obtidos in vitro. Em casa de vegetação os peptídeos 
CJ0714, AR0610 e PE1105 não foram semelhantes com aqueles obtidos em testes in 
vitro  e em folhas destacadas. Apesar disso, a redução de sintomas  foi observada 
quando comparado com o controle positivo (somente a bactéria). As diferenças nos 
ensaios podem estar associadas à presença de compostos na planta que poderiam 
interagir com os peptídeos e à suas instabilidades nessas condições. Os AMPs que 
apresentaram resultados promissores in vitro e em folha destacada foram clonados no 
vetor de CTV (Vírus da tristeza do citros) para avaliação da expressão transiente e sua 
ação sobre CaLas. Não foram verificados efeitos destes peptídeos sobre a população de 
CaLas quando expressos através do vetor viral do CTV na planta. No entanto, pode-se 
observar redução da frequência de CaLas no inseto vetor Diaphorina citri alimentado em 
plantas com o AMP PE1106. Nenhum peptídeo avaliado mostrou efeito de redução de 
crescimento de Xf, provavelmente devido ao seu crescimento fastidioso e a estabilidade 
do peptídeo. Os AMPs também apresentaram atividade sobre a bactéria endofítica.  
Testes para verificar a citotoxicidade dos AMPs em células de mamíferos incluiram 
hemólise, proliferação de linfócitos e desgranulação de mastócitos. Os AMPs que 
apresentaram menores atividades hemolíticas foram SC0902, PE1105 e PE1106. Os 
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peptídeos CJ0714 e EC0604 induziram linfoproliferação, enquanto somente os PAMs 
PE1105 e PE1106, obtidos de citros, não induziram desgranulação de mastócitos. O 
peptídeo SC0902 apresentou bons resultados para a atividade antimicrobiana, mas 
induziu a desgranulação de mastócitos. Dessa forma, o peptídeo PE1105, de citros, teria 
maior potencial para o controle desses patógenos, pois além de apresentar atividade 
antimicrobiana e não teve efeito citotóxico sobre células de mamífero. 
  























INUI KISHI, R.N. EVALUATION OF ANTIMICROBIAL PEPTIDES ACTIVITY ON 
CITRUS BACTERIAL PATHOGEN  GROWTH. 2014. Doctoral Thesis, Institute of 
Biology, State University of Campinas, Campinas. 
The citrus culture has been affected by pathogens such as, Xylella fastidiosa (Xf), 
Xanthomonas citri subsp. citri (Xcc) and Candidatus Liberibacter asiaticus (CaLas).To 
control these pathogens, large quantities of pesticides are needed. In this context, are 
important new strategies for sustainable management, such as the use of antimicrobial 
peptides (AMP), which can control the growth of these pathogens. These peptides are 
encoded in genome of various organisms, including citrus. Thus, we have prospected at 
encoding peptides sequences in the database of expressed sequence citrus (CitEST), 
and furthermore, previously described peptides in the literature with antimicrobial activity 
were used. To verify the AMPs action on pathogenic or endophytic  bacteria to citrus  or 
related species, when the bacterium  phylogenetically correlated is uncultivated, in vitro 
and in vivo  assays were performed.Among the peptides evaluated in vitro, CJ0714, 
EC0604, SC0902 and PE1105 - citrus peptide showed l activity against Xcc and S. 
meliloti Rhizobium radiobacter (bacteria phylogenetically close to CaLas, uncultivated) 
Methylobacterium spp (endophytic).All peptides evaluated in vitro for Xcc, had their 
activities evaluated in a detached leafs of sweet orange, and in plants placed in the 
greenhouse. The results in detached leaf results corrobaterd with the in vitro data. In the 
greenhouse, for the peptides CJ0714, AR0610 and PE1105 peptides were not similar 
with those obtained in vitro and in detached leaf.Nevertheless, the reduction of symptoms 
was observed  as compared to the positive control (bacteria only). Differences in these 
assays may be associated with the presence of compounds in the plant that could 
interact with peptides and their instabilities in these conditions. Peptides that showed 
promising results in vitro and in the detached leafs were cloned into the CTV (Citrus 
Tristeza Virus) vector to evaluate the transient expression and its action on CaLas.There 
were no effects of these peptides on the population of Calas when expressed in plant 
through viral vector of CTV. However, we can observe a reduction in the frequency of 
pants in the insect vector, Diaphorina citri in plants fed with AMP PE1106. None peptide 
evaluated showed effect on growth reduction of Xf, probably because of their fastidious 
growth and the stability of the peptide. The AMPs  also showed activity on endophytic 
bacteria. Tests to verify the cytotoxicity of the AMPs in mammalian cells included 
hemolysis, proliferation of lymphocytes and mast cell desgranulation. The AMPs that 
showed the lowest hemolytic activities were SC0902, PE1105 and PE1106, while only 
the PE1105 and PE1106 PAMs obtained from citrus, did not induce desgranulation of 
mast cells. The peptide SC0902 showed good results for the antimicrobial activity, but 
induced desgranulation of mast cells. Thus, the peptide PE1105, citrus, would have 
greater potential to control these pathogens, as well as presenting antimicrobial activity 
and had no cytotoxic effect on mammalian cell. 
 
Keywords: Peptides, Citrus sinensis, Antimicrobial cationic peptides, Bacteria, 
Citotoxicity. 
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1.1 A citricultura brasileira 
A citricultura brasileira tem grande destaque em escala mundial, pois ocupa 
a segunda posição na produção de citros (FAO, 2013). Ela é amplamente 
explorada, possui como produtos principais a exportação de suco concentrado e 
não concentrado de laranja, comercialização de frutas in natura e subprodutos da 
indústria citrícola, o que gera divisas para o país. Além disso, o setor apresenta 
uma importância significativa na geração de empregos (Amaro et al., 2007). O 
setor citrícola destaca-se na balança comercial brasileira. De acordo com dados 
do Instituto de Economia Agrícola (IEA, 2010) as exportações de suco de laranja 
contabilizaram 1,77 bilhões de dólares, sendo que o Estado de São Paulo 
participou em 95% no valor das exportações. 
Em decorrência, o setor citrícola representa um importante elemento para 
geração de impostos, empregos, investimento e consumo para o país. Constatou-
se que os municípios produtores de laranja apresentam índice de desenvolvimento 
humano (IDH) superior à média do Brasil (Amaro et al., 2007). 
 Apesar da importância econômica que a citricultura apresenta para o Brasil,  
ela apresenta um histórico marcado por  uma sucessão de doenças causadas por 
vírus, bactérias e fungos. Dentre os desafios enfrentados pela citricultura em 
relação à doenças bacterianas estão o cancro cítrico, CVC e HLB, doenças que 
tem como agente causal Xanthomonas citri subsp. citri (Xcc), Xylella fastidiosa (Xf) 
e Candidatus Liberibacter asiaticus (CaLas) (Machado et al., 2011). 
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 Xcc e Xf pertencem à subdivisão γ-Proteobactéria, da família 
Xanthomonadaceae (Doddapaneni et al., 2008). Por outro lado, CaLas pertence à 
ordem Rhizobiales da subdivisão α-Proteobactéria (Duan et al., 2009). Esses 
patógenos apresentam estratégias de disseminação e patogênese tecido-
específico diferentes. Xcc infecta a planta por meio de aberturas naturais, como os 
estômatos e por meio de ferimentos. Posto isso ocorre a proliferação nos espaços 
intracelulares, podendo sobreviver no ambiente de forma epifítica. Por outro lado, 
a disseminação de Xf e de CaLas necessitam de um inseto vetor para 
inoculaçãono xilema e floema, respectivamente.  
Dentre as três doenças bacterianas, HLB é a mais destrutiva  Os primeiros 
relatos da doença no Brasil e nos EUA ocorreram em 2004 e 2005, 
respectivamente. No Brasil esta doença obrigou a erradicação de mais de 25 
milhões de árvores desde  2004. Nos Estados Unidos já infectou todas as áreas 
de produção de citros na Flórida (Callaway, 2008). 
Segundo levantamento realizado pelo Fundo de Defesa da Citricultura 
(Fundecitrus), em 2012, o setor citrícola paulista apresentou 6,91 % das árvores 
com HLB. Esse percentual representa 82,8 % de aumento em relação a 2011, 
quando 3,78 % das plantas apresentavam sintomas da doença. Verificou-se que  
64,1 % dos talhões tem ao menos uma planta com a doença, o que significa uma 
expansão de 20% da doença nos pomares, em relação a 2011 
(www.grupocultivar.com.br). 
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A clorose variegada dos citros (CVC), considerada a pior doença da citricultura 
paulista na década de 1990, tem apresentado baixas incidências em pomares 
jovens. De acordo com o último levantamento realizado pelo Fundecitrus, em 
2012, foi detectado em pomares com até três anos somente 2,7 % de árvores 
infectadas; 8,4 % em plantas com idade entre três e cinco anos e 19 % em 
pomares com até dez anos. A incidência desta doença tem oscilado entre 35 e 40 
% nos últimos cinco anos..  Estas plantas com mais de dez anos representam 50 
% do parque citrícola e foram produzidas, plantadas e manejadas antes das 
medidas de controle serem estabelecidas. As medidas de controle da CVC 
incluem o uso de mudas certificadas, controle do inseto vetor e podas de ramos 
(www.grupocultivar.com.br). 
Desde 2009, o cancro cítrico apresenta-se como uma das maiores 
preocupações para o setor da citricultura paulista, pois neste ano ocorreu uma 
amenização na legislação do programa de erradicação de plantas doentes, 
quando foi excluída a exigência de erradicação de todo o talhão em situações em 
que o índice de contaminação fosse igual ou superior a 0,5 %. Em 2010 este 
percentual passou para 0,44 % de talhões contaminados e em 2012, atingiu 1,39 
%, registrando a maior incidência desde o primeiro relato, em 1957 
(www.fundecitrus.com.br). 
A produção mundial de alimentos está vulnerável ao aumento de doenças e de 
pragas. Em razão disso, grandes quantidades de agroquímicos têm sido utilizados 
para evitar perdas consideráveis na produtividade. No entanto, o uso intenso de 
produtos químicos pode acarretar em sérios problemas ambientais e para a saúde 
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dos consumidores. Com o intuito de reduzir esses danos, os pesquisadores têm 
buscado por moléculas, como os peptídeos antimicrobianos, que apresentem 
maior eficiência no controle desses patógenos. Esses peptídeos têm sido 
encontrados e isolados de diversos organismos e são considerados, moléculas 
substitutas aos agroquímicos e antibióticos convencionais (Keymanesh et al., 
2009).   
Muitas plantas têm sido manipuladas com genes codificadores desses 
peptídeos. Esses produtos podem ter um longo caminho a percorrer antes de 
terem seu uso aprovados pelos órgãos reguladores. Apesar desses fatos, existem 
muitos casos de sucesso com a utilização de AMPs na agricultura, indicando um 
futuro promissor para a utilização dessas moléculas (Keymanesh et al., 2009).  
Dessa forma, o presente estudo teve como objetivo geral avaliar o efeito de 
peptídeos antimicrobianos no crescimento da bactéria in vitro, em folhas 
destacadas e in planta. 
2 Revisão de literatura 
2.1 Patógenos Bacterianos 
2.1.1 Huanglongbing (HLB) 
As bactérias associadas ao HLB são Ca. Liberibacter asiaticus (CaLas), Ca. 
Liberibacter africanus (CaLaf) e Ca. Liberibacter americanus (CaLam), de acordo 
com o continente de suas ocorrências (Bové, 2006). No Brasil, a espécie CaLam 
apresentou mais proeminente de 2004 à 2008, porém, a partir de 2008 a 
predominância passou a ser de CaLas (Lopes et al., 2009). 
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 Nem todas as espécies de citros infectadas com Ca. Liberibacter spp. 
apresentam sintomas bastante evidentes.  Apesar disso, dados da literatura têm 
mostrado que esta bactéria, apesar de sistêmica, apresenta distribuição bastante 
irregular na planta e pode estar presente em baixas concentrações (Hung et al., 
1999). Além do mais, o período de incubação é longo, podendo variar de 6 a 12 
meses ou mais dependendo da idade da planta (Hung et al.,2000). 
O HLB se caracteriza por uma série de sintomas de folhas jovens com sinais de 
deficiência de micronutrientes (Fig. 1e), frutos com tamanho reduzido e assimétrico 
(Fig. 1f), columela central torta (Fig. 1f), abortamento de sementes (Fig. 1f) e 
coloração desuniforme das folhas (mosqueamento) (Fig. 1c e 1e). A planta 
apresenta redução do número de radicelas, queda acentuada de folhas e frutos 





















Figura 1.Sintomas típicos do huanglongbing em plantas de citros: (a, b, c, d) 
plantas com amarelecimento e acentuada queda de folhas; (e) detalhe da folha 
com sintomas semelhantes a deficiência mineral e (f) frutos apresentando 
tamanho reduzido, columela torta, sementes abortadas e amadurecimento e 
coloração desuniformes (Fotos: Marcos A. Machado).  
 
A transmissão da doença se dá por meio de material de propagação 
contaminado ou por insetos vetores, os psilídeos. O psílideo da espécie Diaphorina 
citri, vetor da doença no Brasil, tem preferência por brotações jovens e seu ciclo 
biológico varia de 15 a 40 dias (Parra et al., 2010).  
Todas as variedades comerciais de citros e seus congenêres são 
comprovadamente suscetíveis ao HLB. Mesmo em gêneros próximos, como 
Poncirus trifoliata, Merope, Fortunela, Microcitros e Murraya, é possíveil detectar a 
presença da bactéria. Apesar disso, cada planta responde de maneira diferente à 
presença do patógeno e ao desenvolvimento de sintomas. Além disso, o grau de 
suscetibilidade das cultivares ao isolado de Ca.Liberibacter spp pode variar. 
a b c
d e f 
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Apesar disso, a maioria dos cultivares apresenta padrão semelhante às tangerinas 
(Citrus reticulata Blanco) e laranja doce (C. sinensis (L.) Osbeck) (Folimonova et 
al., 2009). 
O HLB é uma doença que coloca em risco a citricultura, pois não existem 
métodos de controle preventivo. Desde a primeira detecção do HLB  no Estado de 
São Paulo, em 2004, medidas de controle da doença (plantio de mudas sadias, 
inspeção e eliminação  frequente de plantas sintomáticas e controle do psilídeo 
vetor) vêm sendo adotadas. A integração dessas medidas de controle são 
complementares entre si e não excludentes, e quando empregadas 
adequadamente, as chances de controle efetivo aumentam (Belasque Junior et al., 
2010). Além disso, os Governos Federal e Estadual implementaram legislações 
específicas para que a propagação da doença pudesse ser controlada. Para tanto 
foi publicada a instrução Normativa N° 53 (IN 53), que contém algumas 
determinações: i) os citricultores devem realizar ao menos quatro inspeções / ano 
para detecção e eliminação das plantas com sintomas de HLB; e ii) os pomares 
que apresentem incidência superior a 28 % de plantas sintomáticas devem ser 
inteiramente eliminados. Essas ações, embora necessárias para minimizar o 
avanço da doença, não foram amplamente empregadas e, consequetemente, 
ocorreu a progressão da doença, principalmente nas regiões Centro e Sul do 
Estado de São Paulo (Belasque Junior. et al., 2010). 
 2.1.2 Cancro cítrico  
O cancro cítrico é uma das principais doenças que comprometem a 
produtividade da citricultura em várias regiões do mundo. A doença afeta todas as 
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variedades de citros de importância comercial (Amaral, 2003). Dada a 
agressividade e rápida disseminação da bactéria X. citri subsp. citri, o cancro 
cítrico pode ser encontrado em pomares de citros em várias regiões do mundo, 
incluindo o Brasil, China e os Estados Unidos, países lideres na produção de citros 
e de laranjas para a indústria de suco. No Brasil a primeira ocorrência foi relatada 
em 1957, na região de Presidente Prudente, pela entrada de material contaminado 
(Bitancourt, 1957). Desde então, a doença apresentou-se ressurgente nos 
pomares, provocando medidas legais rígidas para o seu controle (Amaral, 2003; 
Rodriguez Neto; Ribeiro, 2002). Além da produção voltada para a indústria de 
suco concentrado congelado, as exportações de frutos frescos também ficam 
comprometidas, pois o mercado externo, assim como a comunidade européia 
classificam a doença como “praga exótica” (Amaral, 2003). 
O Brasil, desde a 11ª Reunião do grupo de trabalho permanente em 
quarentena vegetal (Montevidéo, Uruguai, 1995), classifica o cancro cítrico como 
“Praga Quarentenária A2”, ou seja,  “praga” encontrada no país ou região, sendo 
limitada a uma determinada área, oficialmente controlada (Amaral, 2003). 
A infecção de Xcc em citros ocorre com a entrada da bactéria por meio de 
aberturas naturais como estômatos e hidatódios, em tecidos jovens ou, por 
ferimentos em tecidos maduros (Brown, 2001). A larva minadora do citros 
(Phyllocnistis citrella) contribui para o aumento de incidência e severidiade, por 
causar ferimentos nas folhas (Belasque Junior et al., 2005). 
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A disseminação a curtas distâncias pode ocorrer pela ação de respingos de 
chuvas que, com o vento, provocam uma maior disseminação e, a longa distância  
pode ocorrer por meio do transporte de material vegetal infectado (Civerolo, 1985). 
Após penetrarem no hospedeiro as bactérias multiplicam-se nos espaços 
intracelulares e produzem polissacarídeos extracelulares, como a goma xantana 
que desempenham um papel importante na sua patogenicidade e sobrevivência 
(Bogdanove, 2009). O acúmulo de goma e redução dos espaços intracelulares 
resultam em aspecto de encharcamento no tecido infectado levando a 
degeneração e, consequetemente, à invasão e multiplicação da bactéria nesses 
espaços (Rudolph, 1993). 
Apesar dos principais sintomas da doença serem observados nas folhas e 
frutos, todos os órgãos da parte aérea podem ser afetados (Fig. 2a, 2b, 2c, 2d, 2e 
e 2f). Nas folhas, os sintomas iniciais são a formação de pequenas pústulas 
circulares e oleosas, com até 1 mm de diâmetro na superfície abaxial (Fig. 2a). 
Com o tempo, a lesão aumenta de tamanho e as pústulas adquirem forma de 
pequenas erupções com relevo áspero e de coloração marrom no interior e um 
halo circundante de cor amarela (Amaral, 2003) (Fig. 2b). Nos frutos, as lesões se 
assemelham bastante com as presentes nas folhas (Fig. 2e e 2f), enquanto que 
nos ramos elas tendem a mostrar coalescência, ou seja, agrupam-se formando 
lesões de formato irregular e com maior extensão, além de não apresentarem 
nítida formação de halo amarelo (Fig. 2d) (Amaral, 2003). 
 




Figura 2. Sintomas típicos de cancro cítrico em folhas (a, b e c), ramos (d) e frutos 
de laranja doce (e e f). Aumento de lesão ocasionado por larva minadora (c).  
(Fotos: Tim Gottwald).  
 
A única forma de erradicar o cancro cítrico do pomar é por meio da eliminação 
de plantas contaminadas e circunvizinhas. Em 2013, a Secretaria da Agricultura 
do Estado de São Paulo, por meio da Resolução SAA-147, estabeleceu como 
critério a eliminação da planta contaminada e das demais plantas de citros, 
abrangidas pelo raio perifocal mínimo de 30 metros, medido a partir da planta 
contaminada. Estabeleceu também a necessidade de ser realizada a pulverização, 
com calda cúprica na concentração de 0,1 % de cobre metálico, repetindo-a a 
cada brotação. Além disso, é imprescíndivel a realização de vistórias a cada três 
meses e o resultado deve ser encaminhado para a Coordenadoria da Defesa 
Agropecuária, como precorizado também para o HLB. Além disso, aquisição de 
mudas sadias, cuidado com o material da colheita, plantio de quebra vento e 
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controle do minador dos citros, podem ser adotadas para evitar que a doença 
chegue ao pomar (Associtrus, 2013). 
2.1.3 Clorose variegada do citros (CVC)   
 A CVC tem como agente causal a bactéria Gram-negativa, X. fastidiosa, 
colonizadora de vasos do xilema da planta hospedeira. Apresenta ampla faixa de 
hospedeiros, abrangendo plantas mono e dicotiledôneas. No Brasil, as culturas de 
importância econômica afetadas por X. fastidiosa são ameixa, café e citros 
(Coletta Filho e Machado, 2001), sendo estes hospedeiros afetados por estirpes 
distintas deste patógeno. A transmissão da bactéria ocorre por meio da enxertia 
de borbulhas infectadas (Jacomino et al., 1993), e por insetos vetores da família 
Cicadellidae, que se alimentam nos vasos do xilema das plantas (Gravena et al., 
1997a). 
O sintoma característico da CVC constitui-se, inicialmente, de pequenas 
manchas internervais amarelas, não muito extensas, na face adaxial da folha. A 
essa clorose correspondem, na face abaxial, manchas de coloração marrom 
avermelhada (Fig. 3a, 3b e 3 d). As manchas podem ser pontuais ou difusas, não 
sendo necróticas, assemelhando-se mais a um extravasamento de gomas 
(Rossetti e De Negri, 1990). Os sintomas nos frutos aparecem após os sintomas 
foliares e em ramos. Há tendência de frutificação em cachos com frutos pequenos, 
endurecidos, porém com coloração de fruto maduro (Palazzo e Carvalho, 1992) 
(Fig. 3c e 3f). Essas peculariedades são bastante prejudiciais na comercialização 
dos frutos in natura e também na produção de suco de laranja. 




 Figura 3. Sintomas de CVC em folhas, frutos e na planta inteira. (Fotos: Marcos 
A. Machado e F. Laranjeira).  
 
No gênero Citrus, as espécies e híbridos que podem apresentar sintomas são: 
laranjas doces (C. sinensis (L.) Osbeck), algumas variedades tangerinas (C. 
reticulata Blanco) e alguns tangores (Citrus reticulata Blanco x Citrus paradisi 
Macf.) (Laranjeira et al.,1996), embora o tangor Murcott seja considerado 
resistente. As laranjas doces são os hospedeiros mais suscetíveis da X. fastidiosa, 
havendo diferenças bastante acentuadas em relação à suscetibilidade entre 
cultivares (Laranjeira et al., 1995).  
Atualmente existem diversas medidas para o manejo da CVC, como o uso de 
mudas produzidas em ambientes protegidos, livres do vetor da bactéria; controle 
químico do vetor através de inseticidas para redução de sua população; 
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diminuição da fonte de inóculo no pomar, através de poda sistemática de ramos 
infectados em plantas com sintomas iniciais e eliminação das plantas severamente 
infectadas (Gravena et al.,1997b). Apesar dos bons resultados obtidos, estas 
medidas não têm solucionado definitivamente o problema da CVC. Sem dúvida, a 
solução definitiva para a CVC seria a utilização de cultivares tolerantes ou 
resistentes à X. fastidiosa.  
2.2 Peptídeos Antimicrobianos (AMP, antimicrobial peptides) 
 Devido à resistência aos antibióticos e multidrogas por patógenos 
bacterianos, diversos estudos vêm sendo realizados com o objetivo de 
desenvolver  novos composto, com diferentes modos de ação e mais eficazes no 
controle desses patógenos, como os peptídeos antimicrobianos (Maroti et 
al.,2001). Os AMPs são conservados durante a evolução, fazendo com que muitos 
microrganismos permaneçam sensíveis a ação dos peptídeos, mesmo depois de 
muitos anos (Nizet, 2006), além de apresentaem ampla aplicabilidade para o 
controle de pragas e doenças de plantas, indústria alimentar e farmacêutica 
(Keyshmanesh et al.,2009) 
Os AMPs apresentam um amplo espectro de ação contra bactérias, vírus, 
fungos e outros parasitas (Maroti et al., 2011). Dentre eles, os que desestabilizam 
estruturas de membranas são os mais numerosos, porém existem PAMs que 
posssuem alvos intracelulares e com funcionalidade dupla, sendo capaz de 
desestabilizar membranas e em concentrações sub-líticas alterar funções 
metabólicas vitais (Patrzykat et al., 2002).  
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A interação entre peptídeo e membrana se dá por atração eletrostática 
devido ao caráter catiônico  dos AMPs e a presença de fosfolipidios  aniônicos 
presentes nas membranas dos microrganismo. A partir de sua adsorção, 
peptídeos com alvos intracelulares atravessam a membrana, podendo afetar a 
formação de septos na membrana; inibir a formação da membrana plasmática; 
inibir a síntese de DNA, RNA e proteínas ou  ainda inibir a atividade enzimática 
(Fig. 4)(Brodgen, 2005). A buforina II é um exemplo de  peptídeo que age inibindo 
a síntese protéica ligando-se ao DNA de bactérias (Kobayashi et al., 2004). Já 
peptídeos com ação sobre membranas tendem a desestabilizá-las, por meio de 
mecanismos que estão descritos adiante. 
 
Figura 4: Alvos intracelulares dos PAMs (Adaptado de Brodgen et al., 2005). 
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A maioria dos peptídeos apresenta características semelhantes como: (a) 
serem catiônicos, com duas ou mais cargas positivas; (b) tamanho (contém de dez 
a cinquenta resíduos de aminoácidos); (c) possuírem 50% de resíduos 
hidrofóbicos; (d) formarem α-hélice anfipática, que favorece a atuação dessas 
moléculas sobre o crescimento do microrganismo alvo (Crusca et al., 2011; Guell 
et al., 2011). Ao atingir uma concentração crítica, os peptídeos são introduzidos na 
membrana plasmática, ocasionando a desintegração da bicamada por ruptura ou 
formação de poros (Guell et al., 2011). 
Vários mecanismos têm sido propostos para explicar como ocorre a 
formação de poros pelos AMPs, sendo os três mais aceitos: (i) modelo de barril 
(“barrel-stave”), (ii) modelo de carpete (“carpet like”) e (iii) formação do poro 
toroidal (“toroidal pore”) (Brodgen, 2005; Guilhelmelli et al., 2013). 
No modelo de forma de barril há a formação de poros ou canais 
intermembranares na forma de barril. Neste modelo, a face hidrofóbica do 
peptídeo interage com a cadeia hidrofóbica dos lipídios da membrana e a face 
hidrofílica  da α-hélice  é voltada para o interior da mesma, formando um poro (Fig. 
5). 




Figura 5. Mecanismo de permeabilização de membrana por AMPs do tipo “forma 
de barril”. As regiões hidrofóbicas e hidrofílicas dos peptídeos estão coloridas em 
azul e em vermelho, respectivamente (Adaptado de Brodgen, 2005). 
 
O modelo de carpete sugere a permebialização da membrana por meio da ação 
detergente dos peptídeos. Assim, a partir de uma dada concentração de peptídeo 
ocorre a formação de agregados micelares, responsáveis pela permeabilização 
(Fig. 6). 




Figura 6. Mecanismo de permeabilização de membrana por AMPs do tipo carpete. 
As regiões hidrofóbicas e hidrofílicas dos peptídeos estão coloridas em azul e em 
vermelho, respectivamente (Adaptado de Brodgen, 2005). 
 
No último modelo proposto, os peptídeos promovem a formação de poros 
por meio do mecanismo nomeado poro toroidal no qual os AMPs permanecem 
associados com as cabeças dos fosfolipídios, induzindo uma curvatura na 
bicamada lipídica (Fig.7).   
 




Figura 7. Mecanismo de permeabilização de membrana por AMP do tipo “poro 
toroidal”. As regiões hidrofóbicas e hidrofílicas dos peptídeos estão coloridas em 
azul e em vermelho, respectivamente (Adaptado de Brodgen, 2005). 
Além disso, os AMPs apresentam outras propriedades pouco conhecidas. 
Há evidências que mostram que eles apresentam características mitogênicas 
(Kamysz et al., 2003), podem atuar como imunomoduladores em animais 
(Wieczorek et al., 2010), e apresentar resposta a indução de resistência (Brotman 
et al., 2009).  
A diferença estrutural que existe na membrana celular do patógeno e 
hospedeiro é um fator essencial para a seleção e atuação dos AMPs (Yeaman e 
Yount, 2003; Guilhelmelli et al., 2013). Estudos biofísicos destacam dois fatores 
importantes na seletividade das membranas pelos AMPs (Fig. 8): (a) a interação 
eletrostática entre o peptídeo catiônico/ anfipático e a membrana, de caráter ácido, 
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da bactéria, que é composta por aproximadamente 25% de lipídios aniônicos 
(Glukhov et al., 2005; Brender et al., 2012) e (b) presença de uma grande 
quantidade de colesterol na membrana de eucarióticos, o que dificulta seu 
rompimento pelos PAMs devido a rigidez da estrutura da bicamada (Glukhov et al., 
2005; Brender et al., 2012). 
 
Figura 8. Diferença estrutural entre membranas bactérianas e de mamíferos e a 
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2.3 Aplicação dos peptídeos antimicrobianos 
 Nas plantas, os peptídeos presentes nas sementes e em plântulas exibem 
importante papel no combate a patógenos que afetam a germinação ou o 
crescimento de tecidos jovens (Yang et al., 2007). Um dos peptídeos que agem 
nesses tecidos, é o Ace-AMP1, isolado de sementes de cebola (Allium cepa L.), e 
que possui boa atividade antimicrobiana (Cammue et al., 1995). A super 
expressão do gene Ace - AMP1 em plantas transgênicas aumenta a resistência a 
alguns fungos patogênicos. Wu et al. (2011) expressaram este gene em E. Coli e 
a proteína purificada inibiu o crescimento de alguns fungos, especialmente 
Alternaria solani, Fusarium oxysporum sp. vasinfectum, e Verticillium dahliae. O 
efeito da inibição foi acompanhado pela intensa ramificação das hifas para V. 
dahliae, mas, isso não foi observado para F. oxysporum sp. vasinfectum e A. 
solani, indicando que o modo de ação desse peptídeo pode ser diferente, 
dependendo do patógeno. 
 Uma fonte de peptídeos que merece bastante atenção são os anfíbios. Os 
peptídeos extraídos de anfíbios apresentam uma ampla atividade farmacológica 
com potencial clínico. Castro et al. (2009) verificaram a atividade do peptideo hylin 
a1 (Hya-1), isolado da espécie de anfíbio Hypsiboas albopunctatus para controlar 
bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, incluindo E. coli, Staphylococcus 
aureus, Enterococcus faecalis, Bacillus subtilis e Pseudomonas aeruginosa e 
contra os fungos Candida albicans, C. krusei, C. parapsilosis e Cryptococcus 
neoformans. O peptídeo Hya-1 apresenta maior atividade para bactérias Gram-
positivas apresentando MIC de 8 µM para S.aureus e de 16 µM para B.subtilis. 
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Para as Gram-negativas os valores foram de 32 µM e 64 µM, para E.coli e 
P.aeruginosa, respectivamente. O peptídeo Hya-1 poderia ser utilizado como um 
componente antifúngico, por apresentar boa atividade antimicrobiana com valores 
de MIC entre 16,7 e 64 µM. Além disso, o peptídeo avaliado por esses autores 
apresentam baixa toxicidade quando comparado com antifúngicos já utilizados 
como o fluconazol. 
 A tecnologia do DNA recombinante é uma ferramenta que pode ser 
utilizada para a transformação de plantas com genes de AMPs, sendo de 
interesse para as  áreas de  farmacêutica, agronômica, entre outras. Devido ao 
custo da geração de plantas transgênicas, uma minuciosa seleção deve ser  
previamente realizada in vitro para verificar a atividade dos peptídeos contra os 
patógenos de interesse. Depois de realizada essa seleção, testes in vivo são 
importantes para prosseguir a seleção. Para isso, plantas modelos como 
Arabdopsis thaliana e Nicotiana tabacum são utilizadas para transformação, com o 
propósito de avaliar o efeito do peptídeo in planta. Espera-se que as atividades in 
vitro e in vivo sejam compatíveis, entretanto Oard e Enright (2006) analisaram os  
peptídeos, β-purothionin, cecropina B e phor21 sob condições in vitro  e em 
plantas transformadas de A. thaliana, sob a ação de um promotor endógeno, com 
atividade de secreção extracelular. As plantas transformadas foram inoculadas 
com Psedudomonas syringae e com F. Oxysporum.  A expressão de  β-
purothionin apresentou os melhores resultados contra bactéria e fungo, enquanto 
cecropina B apresentou um aumento somente para a atividade antibacteriana  e 
phor 21, não apresentou atividade antimicrobiana.  
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 Portieles et al. (2011) identificaram em uma biblioteca subtrativa obtida de 
folhas de Nicotiana megalosiphon inoculadas com Peronospora hyoscyami f. sp. 
tabacina, o gene nomeado como NmDef02, que apresenta similaridade com 
defensinas. A proteína expressa de NmDef02 apresentou atividade antimicrobiana 
in vitro para cinco patógenos, Phytophthora infestans, P. parasitica var. nicotianae; 
Alternaria solani; F. oxysporum var. cubense e Verticillium dahliae. Além da 
atividade in vitro, foi verificada atividade in vivo por meio da expressão desse gene 
em plantas de tabaco transformadas. A avaliação da resistência de plantas 
transgênicas de tabaco e batata mostrou que essas plantas foram resistentes a P. 
parasitica var. Nicotianae, P. hyoscyami f. sp. tabacina, A. solani e P. Infestans. 
Lee et al. (2011) estudaram a funcionalidade dos AMPs Retrocyclin-101 
(RC101) e Protegrin-1(PG1) expressos em cloroplastos de tabaco. Esses dois 
peptídeos estão relacionados ao controle de infecções humanas sexualmente 
transmitidas por bactérias e por vírus, especialmente o HIV. Para verificar a 
atividade antibacteriana e antiviral, foram utilizados os patógenos Erwinia 
caratovora e o vírus do tabaco (TMV). Ambos os AMPs avaliados apresentaram 
atividade antibacteriana para o microrganismo avaliado. Somente o peptídeo 
RC101, apresentou atividade antiviral. Como os AMPs deste trabalho, não podem 
ser produzidos em outro sistema microbiano ou cultura de células, o cloroplasto de 
tabaco se torna uma opção promissora para a utilização como bio-reator para a 
produção da proteína desejada. 
Stover et al. (2013) avaliaram in vitro peptídeos obtidos de diferentes fontes, 
como plantas, animais, insetos e humanos, com o objetivo de controlar os 
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principais bactérias de citros,  Xcc e CaLas. Como  não é possível o cultivo in vitro 
de CaLas, esses autores avaliaram o efeito dos peptídeos antimicrobianos 
utilizando bactérias filogeneticamente próximas como  Sinorhizobium meliloti e 
Rhizobium radiobacter.Tachyplesina I e SMAP-29 (obtidos de ovelha),  D4E1 and 
D2A21 (peptídeos sintéticos), LL-37 (obtidos de humanos) e Melitina, encontrado 
em veneno de abelha, foram os peptídeos avaliados. Os valores de MICs obtidos 
foram iguais ou menores a 1 µM. Além disso os AMPs apresentaram atividade 
hemolítica desprezível, semelhante ao controle. Somente o peptídeo melitina 
apresentou atividade hemolítica, a 10 µM, com eritrócitos de suínos, o mesmo 
efeito foi observado com 0,1 % de Triton X-100. Estes peptídeos apresentaram 
valores de concentração para inibição de crescimento de 0,1 a 0,33 vezes 
inferiores a MIC, observada com peptídeos amplamente utilizados em processo de 
transformação de plantas, como as cecropinas A e B. Tachyplesina foi o peptídeo 
que apresentou a menor MIC (de 0,3) sobre o crescimento de S. meliloti, 
R.radiobacter e  Xcc.    
Marques et al.  (2010) analisaram o efeito da expressão de Sarcotoxina- IA, 
em plantas de laranja doce para CVC e HLB.  Para CVC estes autores 
observaram que de  20 a 40 % de plantas transformadas estavam infectadas com 
o patógeno, X.fastidiosa contra 80 % de infecção de plantas não transformadas. 
Para HLB, os autores obtiveram eventos de transformação onde 43 e 57 % das 
plantas transformadas foram detectadas como infectadas para CaLas.  Por meio 
da redução da infecção pelos patógenos nas plantas, estes autores sugerem que 
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esse peptídeo pode ser utilizado para a obtenção de plantas transgências visando 
a  redução na infecção por esses patógenos. 
Os AMPs podem ser tóxicos aos animais e às plantas e essa propriedades 
devem ser detectadas antes dos estágios finais dos trabalhos de transformação 
genética de novas plantas. Indicadores do potencial toxicológico podem ser 
obtidos por meio de testes de citotoxicidade in vitro. Dessa forma, testes como 
desgranulação de mastócitos, proliferação de linfócitos, assim como hemólise e 
avaliação de danos na planta são úteis para este propósito (Montesinos et al., 
2012). 
 2.4 Avaliação dos efeitos citotóxicos dos AMPs  
  Os peptídeos antimicrobianos são multifuncionais, apresentando efeito não 
antimicrobiano como pró e anti-apoptótico; quimiostático; indutor da produção de 
citocina; mediador de inflamação; ativador da proliferação de células e 
neutralizador de endotoxina (Niyonsaba e Ogawa, 2005; Aung et al., 2011). Dentre 
os PAMs já estudados, alguns peptídeos como defensina, catiledicina e a proteína 
S100, isolados da pele humana, apresentam algumas dessas propriedades 
(Niyonsaba et al., 2009). Dessa forma, a avaliação da citotoxicidade dos PAMs 
para células de eucariotos é uma importante característica, porque pode revelar os 
possíveis efeitos adversos, aos animais e às plantas. Experimentos in vitro são 
necessários, que permitam avaliar os possíveis danos aos organismos não-alvo 
da ação do PAM.  
O teste mais comum para a análise de toxicidade do peptídeo é a aferição 
da atividade hemolitíca. Além disso, outros parâmetros como proliferação de 
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células de linfócitos e desgranulação de mastócitos, podem ser utilizados para 
verificar os efeitos dos PAMs sobre células de eucariotos (Montesinos et al., 
2012). 
O teste de proliferação de linfócitos in vitro permite verificar a estimulação 
ou supressão dos linfócitos frente a compostos exógenos da célula, como 
mitógenos (Rocha et al., 2007), AMPs e outros.  Considerando a importância dos  
linfócitos para o sistema imunológico (Male et al., 2012)  é importante determinar o 
efeito citotóxico dos peptídeos sobre essas células. Além disso, a avaliação de 
citotoxicidade é de extrema importância na fase inicial de desenvolvimento de 
compostos bioativos, uma vez que, é possível determinar a concentração basal 
citotóxica capaz de ocasionar danos celulares (Eisenbrand et al., 2002). 
Além dos testes  já mencionados, a desgranulação de mastócitos (CM) 
também pode ser útil para avaliar a toxicidade dos PAMs. Mastócitos são células 
derivadas dos progenitores hematopoiéticos CD34+ na medula óssea e, 
geralmente não são encontrados na circulação periférica. Os mastócitos maduros 
são abundantes em áreas de contato com o meio ambiente e apresentam papel 
importante nas reações inflamatórias agudas. A desgranulação de mastócitos 
libera mediadores que induzem a migração de células inflamatórias, provocando 
um aumento da permeabilidade vascular, secreção de muco, aumento da 
motilidade gastrointestinal e broncoconstrição, que constituem os sinais e 
sintomas de alergia e anafilaxia (Metcalfe, 2008).  
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2.5 Interação entre AMPs e membranas 
 Miméticos de membranas, como lipossomas, têm sido utilizados para 
analisar a interação peptídeo/membrana, pois o arranjo em bicamadas lipídicas 
concêntricos destes é idêntico ao encontrado em membranas celulares.  
Entretanto, os lipossomas são um sistema simples, não apresentando em sua 
composição proteínas ou carboidratos (Lorenzon, 2011). 
 A característica básica para a formação da bicamada lipídica é a sua 
natureza anfipática: um grupamento polar é covalentemente ligado a uma ou duas 
cadeias de hidrocarbonetos. Quando estes lipídios estão expostos a um ambiente 
aquoso, são formadas interações entre os lipídios e com a água, o que favorece a 
formação espontânea de bicamadas fechadas. Os lipossomas podem ser 
classificadas conforme o tamanho,  o diâmetro pode variar de 0,025 μm (vesículas 
unilamelares pequenas) a 2,5 µm (vesículas unilamelares gigantes com 
dimensões semelhantes as células dos organismos). Além disso, lipossomas 
também pode diferir de acordo com a composição e organização estrutural, sendo 
denominadas de (1) vesículas multilamelares (MLV) ou (2) vesículas unilamelares, 
sendo que esta  última ainda pode ser classificada em duas outras categorias: (1) 
vesículas unilamelares  gigantes (LUV) e (2) vesículas unilamelares pequenas 
(SUV) (Amamath e Shama, 1997; Akbarzadeh et al., 2013). Vários lipossomas 
unilamelares podem ser formadas no interior de um lipossoma formando uma 
estrutura multilamelar de esferas de fosfolípidios concêntricos separados por 
camadas de água (Shaheen et al., 2006; Akbarzadeh et al., 2013). 
    
27 
 
 A propriedade dos lipossomas e sua aplicabilidade dependem de 
caraterísticas físicas e físico–químicas da membrana lipossomal. Geralmente, 
lipídios zwitteriônico ou lipídio não iônicos são usados para a composição básica 
dos lipossomas. A carga presente na superficíe das lipossomas pode ser 
modificada pela incorporação de lipídios carregados positivamente ou 
negativamente. Em geral, a presença de uma carga negativa na superfície das 
vesículas promove a interação com peptídeos catiônicos (Frézard, 1999). 
 Além da utilização para a análise da interação peptídeo e membranas, 
essas estruturas tem sido utilizadas para o transporte de moléculas na indústria 
farmacêutica e de cosméticos (Akbarzadeh et al., 2013). 
3 Utilização de vetores virais para a expressão transiente de AMPs 
3.1 Vírus da tristeza de citros 
O vírus da tristeza dos citros (CTV, Citrus tristeza virus) pertence ao gênero 
Closterovirus, família Closteroviridae, e é o agente causal de doença de grande 
impacto na citricultura mundial, a tristeza dos citros. A dispersão do CTV para 
regiões não infestadas pode ocorrer através da transferência de plantas infectadas 
ou pela propagação por borbulhas, e em  nível local, pela presença de diversas 
espécies de afídeos (Moreno et al., 2008). Não há relatos sobre a transmissão por 
sementes (McClean, 1957). O vírus esta restrito às células do floema, 
principalmente em plantas da família Rutaceae, entretanto experimentalmente 
pode ser detectado em protoplastos de Nicotiana benthamiana (Navas-Castilho et 
al., 1997). 
    
28 
 
De acordo com a cepa viral, a cultivar de citros e a combinação copa/porta-
enxerto, o CTV pode ocasionar diferentes tipos de sintomas como a redução do 
crescimento das plantas,  depressões no lenho de ramos e tronco (“stem pitting”), 
folhas de tamanho reduzido,  sintomas de deficiência de Zn, Mn e outros 
micronutrientes e a formação de frutos pequenos e deformados (De Souza e 
Miller, 2006). 
 Os virions de CTV são longos, flexíveis, com tamanho de 2000 nm x 10-12 
nm, encapsulados por duas capas proteicas: a capa proteica maior (CP) que tem 
uma cobertura de 97 % do virion e a capa proteica menor (CPm), que completa a 
encapsidação da região  terminal 5 do RNA genômico. O genoma do CTV é de 
RNA de fita simples com aproximadamente 20 kb, dividido em 12 “open reading 
frames” (ORF) (Fig. 9) (Dawson e Folimonova, 2013). ORF 1a codifica uma 
poliproteína de 349 KD que contêm dois domínios para protease de papaína, além 
de domínios para metiltransferase e helicase. A tradução da poliproteína 
ocasionalmente continua através da  ORF 1a  e ORF1b pelo frameshift a+1 
durante o evento de tradução.  As ORFs 1a, 1b e a região terminal 5’ e 3’ não 
traduzida  são requeridas para replicação em protoplastos (Dawson e Folimonova, 
2013; Satyanarayana et al., 1999). Além disso, existem sequências que codificam 
proteínas essenciais para o ciclo de vida do vírus. Os vírus de RNA contêm 
elementos regulatórios “cis-acting” que estão envolvidos em varias funções, 
incluindo a iniciação de fitas de RNAs negativas e RNAs subgenômicos (sgRNAs), 
iniciação da montagem dos virions, regulação da expressão gênica, movimento 
dentro das plantas e indução das doenças (Gowda et al., 2001). Os elementos 
“cis-acting” dentro da região não traduzida 3’ (3’ nontranslated region NTR) atuam 
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como promotores para a síntese de RNA de fita negativa, que tem sido 
amplamente caracterizado, quanto as as estruturas primárias e secundárias 
requeridas para replicação.Embora a região 5-NTR seja também requerida para a 
replicação, existem poucas informações sobre ela. Por meio de analogia, os 
elementos “cis-acting” na porção 3-NTR, presentes na região terminal 3’ da fita 
negativa (complementar à região 5-NTR) podem ter função de promotor sobre a 












Figura 9. Representação esquemática da organização do genoma e expressão 
das ORFs localizadas na região 3’ terminal de CTV, mostrando proteases 
putativas (PRO), metiltransferase (MT), helicase (HEL) e RNA polimerase 
dependente de RNA, domínios e ORFs (1 ª a 11 ª). HSP70H gene à homólogo a 
“heat-shock proteína”, CPm (Capa Proteica menor) e CP (Capa proteica maior). O 
conjunto alinhado de RNAs subgenômicos na região 3’ é mostrado abaixo com 
parênteses em torno das regiões traduzidas. A hibridação de Nothern blot 
utilizando uma sonda específica para a região 3’ mostra as quantidades 
produzidas de cada RNA subgenômico (Adaptado de Dawson e Folimonova, 
2013). 
3.2 Aplicações do uso de vetores virais 
 Vetores virais têm sido utilizados para a expressão de proteínas em 
plantas, e podem ser considerados como ferramenta importante para análise 
funcional dos genes, por meio da genética reversa (Lico et al., 2008). Quando um 
vetor viral contém um gene endógeno da planta, ele detém a capacidade de 
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degradar o mRNA cognato da planta. Assim, a degradação ocorre de acordo com 
a homologia ao RNA – num processo denominado como silenciamento gênico 
induzido por vírus (VIGS) (Ruiz et al., 1998). Além disso, os VIGS podem ser 
utilizados para reduzir a expressão de qualquer gene endógeno ou transgenes em 
estudos de genética reversa, de uma grande variedade de processos biológicos 
em plantas (Becker e Lange, 2010). 
 Entre as culturas cultivadas, citros é considerada a maior “commoditiy” de 
produção de frutas no mundo. O sistema complexo da biologia dessa cultura, 
como: apomixia, incompatibilidade sexual entre as espécies e longo período de 
juvenilidade, tem dificultado programas de melhoramento tradicional. Estudos em 
genômica podem acelerar este processo, por meio da identificação de genes com 
características relevantes, que podem ser utilizados em programas de 
transformação genética ou como marcadores moleculares para os programas de 
melhoramento convencional (Agüero et al., 2012). 
 A disponibilidade de sequências e padrões de expressão genética pode 
corroborar para a identificação de genes envolvidos em um processo biológico 
particular, entretanto, outras análises são necessárias para associar o gene com 
um fenótipo e com uma função biológia específica. A confirmação da função 
gênica sempre requer uma seleção genética extensa ou experimentos de custo 
elevado, como transformação de plantas  ou caracterização de linhagens de 
transgenes. Estes procedimentos podem ser simplificados pelo uso de vetores 
virais, que são particulamente atrativos para espécies perenes como citros, na 
qual algumas análises podem ser dificultadas devido às características desta 
cultura, já mencionadas (Agüero et al., 2012). 
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4 Objetivos Gerais 
- Identificar  e avaliar novos peptídeos com atividade sobre patógenos bacterianos 
de citros e baixo efeito fitotóxico  e citotóxico para controle de doenças de citros. 
4.1 Objetivos Específicos 
-  Buscar nos bancos de dados (CitEST e Phytozome) sequências que tenham 
potencial como AMPs.  
- Avaliar  in vitro a ação destes AMPs para Xcc, Xf, Sinorhizobium meliloti e 
Rhizobium radiobacter (A.tumefaciens) e Methylobacterium spp. 
- Avaliar a ação dos peptídeos sobre X. citri subsp. citri,  em folha destacada e em 
planta; 
- Avaliar por meio da expressão transiente  dos peptídeos  clonados no vetor viral 
do CTV T36 a ação dessas moléculas sobre a bactéria Candidatus Liberibacter 
asiaticus na planta. 
- Avaliar o efeito  citotóxico dos peptídeos em tecido animal e sua função na 
desestruturação de lipossomos artificiais. 
5 MATERIAL E MÉTODOS  
5.1 Prospecção de peptídeos 
Para a prospecção de AMPs foram utilizadas sequências  do  banco 
CitEST(110.903unigenes– http://limonia.centrodecitricultura.br/unipaper2/features/) 
e do genoma completo de  C. sinensis (46.147 proteínas) e Clementina (35.976 
proteínas) no Phytozome (www.phytozome.org). Para isso foram utilizados o 
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programa AntiMicPredictor cedido pelo Dr. Carlos Bloch Jr, da Embrapa - 
Cenargen, com as seguintes características: ponto de agregação entre -15 a 10, 
hidrofobicidade entre -1,5 a 0,5; momento hidrofóbico de 0,7 a 4; janela de 
hidrofobicidade -2 a -0,5  e 1 a 3 (dados não publicados). A agregação dos 
peptídeos é uma característica importante para a formação de poros na 
membrana (Shai, 2002). A hidrofobicidade é a capacidade de uma sequência de 
peptídeos particiona-se entre uma fase aquosa polar e uma fase apolar. Devido à 
região central apolar das membranas, acredita-se que hidrofobicidade tenha forte 
papel modulador na interação de peptídeos com membranas (Dathe e Wieprecht 
1999). Um dos parâmetros passíveis de cálculo in silico é o momento hidrofóbico 
(MH), o qual é definido pela soma dos vetores de hidrofobicidade de cada resíduo 
de aminoácido normalizado para uma α-hélice perfeita (Eisenberg,1984).  
 Após a prospecção dos AMPs pelo programa AntiMicPredictor, as 
sequências obtidas passaram pelo programa Helical Wheel projections 
(http://rzlab.ucr.edu/scripts/wheel/wheel.cgi) para verificar a formação de α-hélice e 
também foram avaliadas  em relação a algumas propriedades como: ser catiônico 
(com pelo menos duas cargas positivas residuais); possuir de 10 a 50 resíduos de 
aminoácidos; ter pelo menos 50 % dos resíduos hidrofóbicos e formar alfa hélice 
anfipática. 
5.2 Síntese dos peptídeos candidatos 
 A síntese de peptídeos foi realizada pela equipe do Laboratório de Química 
da UNESP de Araraquara, coordenado pelo Prof. Dr. Eduardo Maffud Cilli. 
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5.3 Estirpes bacterianas e condições de crescimento 
As bactérias X. fastidiosa (isolado 9a5c) e X. citri subsp citri (isolado IAPAR 
306) foram obtidas no Centro de Citricultura Sylvio Moreira e a endofítica, 
Methylobacterium sp., foi fornecido pelo Dr  Wellington Luiz de Araújo, do Instituto 
de Biologia / Universidade de São Paulo/ SP. 
O cultivo de X. fastidiosa foi realizado em meio PW sólido (Davis et al., 
1981) e, posteriormente, transferido para PW líquido a 180 rpm, 28°C, por 7 dias. 
Para X. citri subsp citri e Methylobacterium sp. o cultivo foi em meio NBY (Nutrient 
Broth Yeast) sólido (0,5 % peptona, 0,3 % extrato de carne, 0,2 % extrato de 
levedura, 0,2 % K2HPO4, 0,05 % KH2PO4, 1,8 % ágar), e em seguida em meio 
líquido NBY, durante 48 horas, a 28°C e sob agitação de 180 rpm. 
Devido à impossibilidade de cultivo de Ca.Liberibacter asiaticus foram 
utilizadas as bactérias S. meliloti SEMIA 165 (=USDA 1002) e R. radiobacter 
(GV3101/PMP90) fornecidas pela FEPAGRO (Fundação Estadual de Pesquisa 
Agropecuária) e pela Dra Janete Desidério, da UNESP de Jaboticabal, 
respectivamente. A escolha dessas estirpes bacterianas considerou a proximidade 
filogenética com a  bactéria CaLas (Duan et al., 2009). Essas bactérias foram 
cultivadas em meio YM (“Yeast Manitol Medium”) (Vincent, 1970) durante 48 
horas, a 28°C e sob agitação de 180 rpm. 
5.4 Atividade antimicrobiana in vitro  
Para verificar se os peptídeos apresentavam alguma inibição sob o 
crescimento das bactérias, foram realizados ensaios prévios com a máxima 
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concentração de 128 µg/ml de AMPs. O experimento para verificar a inibição 
sobre o crescimento bacteriano  a  128 µg/ml foi realizado em placas de ELISA 
com um volume final  de 100 µl. O monitoramento do crescimento bacteriano foi 
feito após  48h medindo-se a absorbância a 595 nm. Para os peptídeos que 
apresentaram inibição de crescimento a 128 µg/ml foram realizadas as curvas de 
crescimento, acompanhada pela densidade óptica  a 595nm. Para verificar se a 
atividade do peptídeo era bactericida ou bacteriostática, foi realizada uma diluição 
seriada do último ponto da curva, para a determinação da UFC/ml (Unidade 
Formadora de Colônia/ml).  
Com o objetivo de obter células novas e no mesmo estágio de crescimento, 
antes de realizar os experimentos, foram feitos pré-inóculos (PI) a partir de 
colônias isoladas, e posteriormente foram preparados os inóculos, acrescentado 
0,1% de PI a 10 ml de meio de cultura.  
 A metodologia adotada para a avaliação da atividade in vitro  foi de acordo 
com o protocolo estabelecido pelo  Laboratório de Espectrometria de Massa, da  
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, com modificações. Os peptídeos e 
os antibióticos (amoxicilina, ceftazidima e imipinem) foram diluídos em água, e as 
concentrações finais avaliadas foram  2, 4, 8, 16, 32, 64 e 128 µg/ml. O inóculo 
inicial de bactérias foi da ordem de 104 UFC/ml. O experimento para verificar a 
inibição  do crescimento bacteriano foi realizado em placas de ELISA  da mesma 
forma que descrito acima. As medidas a 595 nm de absorbância foram realizadas 
a cada 6 horas para Xcc, R.radiobacter, Methylobacterium sp e a cada 8 horas 
para S. meliloti, de acordo com o padrão de crescimento de cada microrganismo. 
Dois controles foram mantidos para cada teste: o controle negativo contendo o 
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peptídeo e o meio de cultura, sem inóculo; e o controle positivo, com o inóculo e 
sem peptídeo. O peptídeo Hya-1 foi normalmente utilizado como controle positivo 
para atividade antimicrobiana. Todos os experimentos foram realizados em 
triplicata. 
Ao final do período de incubação, foram determinadas a mínima 
concentração inibitória (MIC) e a mínima concentração bactericida (MBC) de cada 
peptídeo sobre  cada microrganismo. A MIC é definida como a mínima 
concentração de peptídeo que inibe o crescimento bacteriano ao final do 
experimento (Ferre et al., 2006). A MBC é determinada como a menor 
concentração do agente antimicrobiano capaz de matar completamente o inóculo 
bacteriano (Maji et al., 2010). Ela foi determinada pelo sub-cultivo das diluições 
dos peptídeos avaliados. Para a determinação de células bacterianas viáveis, foi 
utilizada a técnica de microgota (Romeiro, 2001). Além disso, foi determinada a 
MIC e MBC de antibióticos convencionais (amoxicilina, imipinem e ceftazidima), 
para cada microrganismo (Brand, 2007). As placas de Petri foram mantidas em 
BOD (Demanda Biológica de Oxigênio), a 28°C, por aproximadamente três dias, 
para a obtenção de UFC/ml. 
5.5 Avaliação de MBC para X.fastidiosa 
 Para a determinação da MBC em crescimento planctônico e em biofilme de 
X. fastidiosa, a concentração bacteriana inicial utilizada foi de ~104 UFC/ml. 
Quatrocentos microlitros da suspensão bacteriana em meio de cultura PW foram 
colocados em cada poço de uma placa “Nunc multidish” NUNCLON TM Delta. A 
bactéria foi mantida nessa placa por quatro dias em BOD a 28°C. Após os quatro 
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dias, 400 µl do peptídeo foi acrescentado  ao cultivo bacteriano,  mantido por mais 
dois dias a 28°C. Ao final do período, a fração sobrenadante onde se encontrava a 
bactéria em crescimento planctônico foi retirada e adicionado o mesmo volume de 
meio PW aos poços.  Para ambas as frações, foram realizadas diluições seriadas 
até 10-4, para a determinação da MBC. Foram mantidos os controles positivo 
contendo 400 µl da bactéria e 400 µl de água (solvente utilizado para diluir os 
AMPs) e o controle negativo composto de meio PW  e água. 
6 Atividade de peptídeos antimicrobianos in vivo 
6.1 Avaliação da fitotoxicidade dos peptídeos 
 Os AMPs devem apresentar ação antimicrobiana sem apresentar danos 
aos tecidos foliares. Para verificar o possível efeito dos AMPs foi realizada a 
análise de fitotoxicidade, isto é, o eventual efeito dos peptídeos sobre a planta. 
Aproximadamente 10 µl dos peptídeos antimicrobianos (CJ0714, Hya-1, SC0902, 
EC0604, PE1106 e PE1105) a 128 e 64 µg/ml foram inoculados em folhas 
destacadas de laranja doce pelo método de infiltração. Para essa avaliação foi 
adaptada a metodologia utilizada por Makovitzki et al., (2007). 
O peptídeo Hyalin-1 (Hya-1) foi utilizado como controle positivo, por um 
peptídeo que tem atividade antibacteriana previamente conhecida. Como controle 
negativo foi utilizada água. Depois de sete dias da inoculação foi realizada 
avaliação visual das folhas destacadas.  
    
38 
 
6.2 Avaliação da ação dos peptídeos sobre Xcc em folha destacada 
 As MBC (Tab. 1) dos peptídeos que apresentaram capacidade bactericida 
in vitro) foram utilizadas para a avalição em folha destacada de laranja doce. Para 
essa avaliação foi adaptada a metodologia utilizada por Francis et al. (2010). A 
estirpe de 306 de Xcc estava marcada com GFP (fornecida pelo Dr. Adrián A. 
Vojnov, do Instituto de Ciencia y Tecnología Dr. Cesar Milstein, Fundación Pablo 
Cassará, Consejo Nacional de Investigaciones Científicas y Técnicas (CONICET), 
Buenos Aires / Argentina). 
Folhas destacadas de laranja doce foram lavadas com água destilada. 
Depois disso, foram desinfestadas em uma  solução de hipoclorito a 10% por 30 
segundos, seguida de duas lavagens em água destilada. As folhas foram secas 
com o auxílio de algodão autoclavado. Após o preparo das folhas, cerca de 10 µl 
da mistura de suspensão bacteriana e peptídeo, preparada da mesma forma que 
para os experimentos in vitro, foram utilizados para a inoculação nas folhas 
destacadas, com uma seringa sem agulha. Quatro folhas foram utilizadas para 
cada peptídeo avaliado e em cada folha três pontos de inoculação foram feitos na 
parte abaxial (face infeiror das folhas). As folhas inoculadas foram colocadas sob 
meio agar 0,5 % e mantidas em condições controladas com temperatura de 25˚C 
e fotoperíodo de 16 h de luz e 8 h sem luz. 
Os sintomas foram avaliados ao sétimo e décimo quarto dia após a 
inoculação (dai). Ao final do experimento (14o dia) a bactéria foi isolada em meio 
de cultivo. Para o isolamento e diluição seriada, discos de folha de 
aproximadamente 0,5 mm foram recortados ao redor do ponto de inoculação, com 
o auxílio de um furador de papel. Esses discos foram colocados em tubos de 
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centrífuga de 2 ml  contendo 1 ml de tampão PBS e três esferas metálicas, e 
foram submetidos a agitação por 3 min no vórtex. 100 µl desse extrato  foram 
diluídos dez vezes até 10-8, e plaqueados em meio NBY, conforme a metodologia 
de microgotas (Romeiro, 2001). 
Tabela 1. Valores de Mínima Concentração Bactericida (MBC) dos peptídeos 
utilizados para o experimento em folha destacada. 
 
 
6.3 Avaliação da MBC de Xcc in planta  
 Para esse experimento foram utilizadas plantas de laranja doce com folhas 
jovens, em casa de vegetação. Além disso, adotou-se as mesmas concentrações 
da bactéria e de peptídeos empregadas nos experimentos  in vitro e com folha 
destacada.  Os experimentos com Xcc foram conduzidos em estufa própria no 
CEC do IAC em Campinas.. As plantas foram irrigadas e adubadas, de acordo 
com as exigências da cultura e a temperatura média na estufa durante a condução 
do experimento foi de 35°C. 
O experimento consistiu em duas plantas para cada tratamento (peptídeo + 
Xcc). Em cada planta foram selecionados três ramos e em cada ramo foram 
utilizadas três folhas. Foram realizados três pontos de inoculação em cada folha. A 








PE1106 128, 256 e 512 
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solução do peptídeo junto com a suspensão de Xcc foi  infiltrada na superfície 
abaxial das folhas com uma seringa de 1 ml. Após 14 e 21 dias da inoculação, 
foram feitas avaliações quantitativa e qualitativa, conforme o experimento em folha 
destacada. 
6.4 Atividade hemolítica dos peptídeos 
 A metodologia usada para avaliação de o teste hemolítico foi baseada em 
Onuma et al.,(1999). Hemácias humanas (O+) foram coletadas e lavadas três 
vezes em tampão PBS (Tampão Fosfato Salino) (2,76 g/l de NaH2PO4 e 9 g/l 
NaCl, pH 7.4). Os peptídeos foram solubilizados nesse tampão a 25, 50, 75 e 100 
mM. Alíquotas de 100 µl da suspensão de eritrócitos e 100 µl dos peptídeos foram 
incubados a 37°C por 1 hora. Após esse período, as amostras foram centrifugadas 
a 3000xg por 2 min e 100 µl foram colocados em placas de cultura celular “96 well 
cell culture cluster - Costar®3599” para a determinação de absorbância a 405nm 
em um leitor de microplacas modelo 3550 Bio-rad®.  Como controle positivo (100% 
de hemólise) foi utilizado uma solução de Triton X-100 a 1 % (v/v). O tampão PBS 
foi utilizado como controle negativo (0 % de hemólise). O ensaio foi realizado em 
triplicata para determinar a porcentagem de hemólise, conforme demonstrado na 
equação abaixo (Onuma et al., 1999). 
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6.5 Proliferação de linfócitos 
  Para os testes de linfoproliferação foi adaptada a metodologia proposta por 
Mosmann (1983). Baços de camundongos foram coletados assepticamente para o 
preparo de células esplênicas e centrifugados a 200 x g, 10 min. e a 4ºC. O 
sobrenadante foi descartado e o precipitado formado foi ressuspendido em 2 ml de 
tampão de lise e mantido a temperatura ambiente  durante  1 a 2 min., com o 
objetivo de lisar as hemácias.  As células lisadas foram diluídas em meio de cultura 
simples RPMI 1640 (Sigma-Aldrich®) (10ml/baço) e a amostra centrifugada a 200 x g 
por 10 min e a 4ºC. O sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspendido 
em meio de cultura completo (Meio RPMI suplementado com 50 µM de 2-
mercaptoetanol e 10 % de soro fetal bovino em uma condição de 6 % de CO2). 
Para a determinação da viabilidade e concentração celular foi utilizada a solução de 
azul de Trypan a 0,16 %. As células foram ajustadas a 2,5 x 106 células/ml. 
Duzentos microlitros dessa suspensão de células foram adicionados à placa de 
cultura de 96 poços (“96 well cell culture cluster - Costar®3599”). Foram 
adicionados 20 µl de concanavalina-A (Con-A) (10, 20, 30, 40, 60, 70 µg/ml e como 
controle  negativo só o meio de cultura) e os peptídeos foram utilizados na mesma 
concentração avaliada para a hemólise. As placas foram incubadas a 37ºC em 
estufa umidificada e com atmosfera contendo 5 % de CO2, durante 48 horas. Após 
esse período foram adicionados 10 µl da solução de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-
brometo difeniltetrazolium - MTT (5 mg/ml) (Mosmann (1983) a cada poço e 
incubado novamente sob as mesmas condições por 4 horas.  Posteriormente a esse 
passo foram adicionados 20 µl da solução de SDS 20 % e incubados novamente na 
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estufa overnight. A leitura foi realizada a 540 nm em um leitor de microplacas 
modelo 3550 Bio-rad®.  
6.6 Desgranulação de Mastócitos  
 
 A desgranulação de mastócitos foi determinada pela medida de liberação 
de β-D-Glucosaminidase de células de mastócitos lisadas.  Células de mastócitos 
obtidas do peritônio de camundongos Wistar foram lavadas com uma solução de 
Tyrode (137 mM de NaCl; 2,7 mM KCl; 11,9 mM de NaH2CO3 e 5,04 mM de D-
Glicose) e acertada para 106 células/ml. Dez microlitros dos peptídeos 
antimicrobianos a 25 mM, 50 mM, 75 mM e 100 mM foram adicionados a 90 µl de 
suspensão de células de mastócito e incubadas a 37°C  por 30 min. As células 
foram centrifugadas e 50 µl do sobrenadante, foram adicionados a outros 50 µl de 
substrato (3 mg de ρ-nitrophenyl-N-acetyl-β-D-glucosaminidina) dissolvido em 10 
ml da solução de acetato de sódio 200 mM, pH 4,5 para a realização do 
experimento com β-D-glucosaminidase. Essa mistura foi incubada a 37ºC por 6 h. 
A reação foi determinada pela adição de 100 μl de 0,1 M Na2CO3 (pH 10,0). A 
absorbância foi medida a 405 nm e os valores foram expressos como 
porcentagem total da atividade de β-D-glucosaminidase sobre suspensões de 
células de mastócitos na presença de 0,1 % (v/v) de Triton X-100,  usado como 
controle positivo para 100 % da desgranulação dos mastócitos  de acordo com a 
equação abaixo (Ma et al., 2010). 
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6.7 Permeabilização de lipossomas artificiais 
Dois tipos de composição lipídica foram utilizados para a construção das 
vesículas unilamelares gigantes (LUVs), seguindo a metodologia proposta por  
(Lorenzón et al., 2012). Uma dos lipossomos vesíulas foi composto de 100 % 
palmitoil oleil fosfodicolina (POPC) mimetizando células de eritrócitos. A outra foi 
de 80 % de POPC e 20 % Palmitoil oleil fosfodiglicerol  (POPG) mimetizando a 
membrana bacteriana. Para ambas as vesículas, os lipídeos foram dissolvidos em 
uma solução de clorofórmio:metanol (4:1). O solvente foi evaporado em nitrogênio 
líquido até formar um filme lipídico. Este filme foi acondicionado a vácuo durante a 
noite para a eliminação total do solvente. Posteriormente o filme foi hidratado pela 
adição de uma solução de carboxifluoresceína [(CF) 80 mmol/L) (Sigma® Life 
Science)], em tampão Tris (0,01 M, pH 7,4) e NaCl (0,15 M) e submetidas a 
agitação e vórtex por 5 min formando as vesículas multilamelares (MLVs). Durante 
uma hora,  foi submetido a 60°C, vortex e ultrassom de banho para que as 
vesículas fossem quebradas em tamanhos menores. Para obter as vesículas 
unilamelares grandes (LUVs), as MLVs foram submetidas à um extrusor, contendo 
um filtro de policarbonato com poros de 100 nm de diâmetro (Avanti Polar Lipids). 
Para a homogeneização das vesículas foram realizados 40 ciclos de extrusão 
utilizando o extrusor da Avanti Polar Lipids (número do catalogo # 610017) (Fig. 
10). A CF não incorporada à vesícula foi removida por meio da filtração em gel em 
uma coluna de Sephadex G – 50 (Amersham Biosciences) estabilizada com Tris 
(0,01 M, pH 7,4) e NaCl 0,15 M. 
 




Figura 10. Extrusor utilizado para a obtenção de LUVs. Figura extraída da 
http://www.avantilipids.com/index.php. 
 
 Para a análise de permeabilização dos lipossomas foi utilizado o 
espectrofotômetro de fluorescência Cary Eclipse VARIAN, nos comprimentos de 
onda de exitação de 492 nm e de emisão de 517 nm. O valor de 100 % de 
permeabilização foi obtido pela adição de Triton x-100 1% (v/v). Esse detergente 
provoca a lise total das vesículas e a liberação de CF, que pode ser observada 
pelo aumento da fluorescência. As análises foram realizadas em duplicata, a 25°C 
em tampão Tris (0,01M, pH 7,4) e NaCl 0,15 M. Para quantificar a permeabilização 
foi calculada a porcentagem de liberação de CF após a adição do peptídeo no 
sistema, de acordo com a equação 3: % Liberação de CF = (Ffin-Fin)/ (Fmax-Fin) x 
100, onde Fin e Ffin representam os valores iniciais e finais de fluorescência, antes 
e depois da adição do peptídeo, respectivamente. O Fmax representa a 
fluorescência após a adição de Triton-X (Fig. 11). A concentração de peptídeo 
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utilizada foi aquela onde ocorreu a liberação de CF e, consequentemente, a 
formação de poros nos lipossomas. 
 
 
Figura 11. Experimento padrão do perfil de liberação de carboxifluoresceína, 
mostrando o efeito do AMP e solubilização total de lipossomas pelo detergente 
iônico Triton X-100. 
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7 Vetor viral para expressão transiente 
 O vetor viral utilizado foi desenvolvido pelo grupo de pesquisa coordenado 
pelo Dr. William Dawson do Citrus Research Education Center, da Universidade 
da Flórida / EUA. O clone utilizado foi o T36 (AY170468) (Satyanarayana et al., 
1999, 2003). 
7.1 Clonagem em vetor viral 
7.1.1 Otimização das sequências dos peptídeos 
 As sequências de peptídeos foram previamente analisadas utilizando o 
programa Vector NTI® Invitrogen para obtenção de aminoácidos codificadores em 
citros. Após a otimização da sequência, primers foram sintetizados adicionando 
sítios de restrição para as enzimas de restrição PacI e StuI Ribozima (Tab. 2). 
Além dos peptídeos, foi utilizada a proteína GASA, já descrita na literatura pelo 
seu potencial antimicrobiano (Albrecht et al., 2002). Para isso foi utilizada a 
sequência GASA presente em laranja doce, denominada de CitGASA-CS. Para 
este peptídeo foram desenhados dois pares de primers, sendo o primeiro (A) 
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SC0902 gagcttaattaatgGTGCGTCGTTTCCCCTGGTGGTGGCCCTTCCTTCGTCGTtgaaggcctTTGAAGTGGACGGAATAAGTTCCTCGCGGAACTTTG  







CitGASA-CS.BF gagcttaattaatgGCCATCTCCAAAGCTCTTATTGCTTCAGTCC   
CitGASA-CS.BR agacaggcctCAAGGGCACTTGCGTCTGCCGTGGTGGGTGGTC  












7.1.2 Reação em Cadeia da Polimerase (PCR)  
 A PCR foi realizada, usando como molde o plasmídeo WT (Wild type) 
diluído na proporção 1:50, e os reagentes utilizados foram obtidos da Takara Bio 
Inc, Japão. As condições da reação utilizadas estão listadas na Tabela 3.  A 
ciclagem de PCR utilizada foi de (1) 94°C  por 3min.; (2) 94°C por 20 seg.; (3) 
54°C por 20 seg.; (4) 72°C por 30 seg.; (5) Repetido 9 x do passo 2 ao 4; (6) 94°C 
por 20 seg.; (7) 58°C por 20 seg.; (8) 72°C por 30 seg.; (9) Repetido 30 x do 
passo 6 ao 8; (10) 72°C por 10 min. e (11) 4°C. O aparelho utilizado para a 
realização da PCR foi o PTC100 TM thermocycler (MJ research, Watertown, MA). 
Somente para o peptídeo  CJ0714 a ciclagem de PCR foi: (1) 94°C por 2 min.; (2) 
94°C por 20 seg.; (3) 60°C por 20 seg.; (4) 72°C  por 30 seg.; (5) Repetido 35 x  
do passo 2 ao 4; (6) 72°C por 10 min.; (7) 4°C Os primers utilizados foram os 
primers específicos para cada peptídeo (primer forward (+) (Tab. 2) e o primer 
reverse (-) denominado, 2161 localizado na posição 1935 do genoma do CTV 
(Tab. 4). Na  Tabela 4 estão listados os outros primers do CTV utilizados para 
PCRs descritas em itens posteriores. 
 
Tabela 3. Concentrações dos reagentes utilizados para para obtenção dos 
fragmentos dos AMPs  por PCR. 
Reagentes Volume na reação (µl) 
Tampão da enzima (10X) 5 
dNTPs (2,5 mM) 5 
SpeedSTARTMHS DNA Polymerase 5U/µl 0,25 
Primer F/R (5µM) 2,5 
Água MilliQ 36,25 








Tabela 4.Primers  localizados no genoma do CTV utilizados para PCR. 
Primers Sequências 
342 (+) 5’-GAGCATCGATCGATGCGTTCTCCGGAAGAAAC-3’ 
57(-) 5’-AGACGCGGCCGCATGGACCTATGTTGGCCCCCCATAGGGAC-3’ 
2161(-) 5’ –GCGCATTTAAATCCCGTTTCGTCCTTTAGGGACTCGTCAGTG-3’ 
(+)forward; (-)  reverse  
Para verificar a amplificação das amostras foi feito gel de agarose 1%, e 
submetido a condições eletroforéticas de 80V por 45 min. Depois de confirmada a 
amplificação em gel de agarose foi realizada a purificação do produto de PCR. 
Para isso foram adicionados 200 µl de água para 200 µl de produto de PCR e 400 
µl de fenol:clorofórmio:álcool isoamílico (25:24:1), agitado por 20 seg e 
centrifugado a 16000  x g por 10 min. O sobrenadante foi retirado e precipitado. 
Para a precipitação foi acrescentado 1/10 do volume do sobrenadante de NaOAC 
3M pH 5,2 e 3 volumes de etanol 95 %. Após 1 hora, a -80ºC, as amostras foram 
centrifugadas novamente, o sobrenadante foi descartado e foi acrescentado 
etanol 70 % para lavar as amostras. Foi realizada uma nova centrifugação para o 
descarte do etanol 70 % e secagem das amostras, seguida da adição de 87 µl de 
água para ressuspender o DNA. 
 
7.1.3 Digestão, clonagem e transformação em E.coli JM109  
 
O produto de PCR, assim como o vetor viral do CTV T36, foram digeridos 
com as enzimas de restrição PacI (10 U/ml) e SwaI (10 U/ml), cujo sítio está 
localizado no final da ribozima. Somente para o produto de PCR do CitGASA-CS 
e para o vetor utilizado para ligação deste peptídeo foram utilizadas as enzimas 
PacI/StuI (10 U/ml). Para a digestão com as enzimas PacI e SwaI o processo foi 
conduziddo em duas etapas, pois a temperatura ótima e o tampão recomendado 





restrição com a enzima SwaI a 25°C overnight. Para o produto de PCR, o volume 
final da reação de restrição foi de 100 µl, contendo 87 µl do produto de PCR 
purificado; 10 µl de NEBuffer3 10X; 1 µl de BSA 100X e 2 µl da enzima. Para o 
vetor foi utilizado 50 µl da Maxprep; 20 µl de NEBuffer3 10X; 2 µl de BSA 100X; 4 
µl da enzima e 124 µl para completar o volume da reação para 200 µl. Após a 
restrição com a primeira enzima, SwaI, o produto da restrição foi precipitado da 
mesma forma como descrito no item anterior (7.1.2). Para a restrição com a 
enzima PacI procedeu-se da mesma forma como realizado para SwaI, utilizando 
para essa enzima o tampão NEBuffer 1 10X e a reação a 37°C. 
Para o peptídeo CitGASA-CS e o vetor, o procedimento foi o mesmo, 
entretanto a reação com as enzimas de restrição foi conduzida simultaneamente, 
pois ambas tinham atividade ótima a 37°C e sob o mesmo tampão NEBuffer 1 
10X. Para a reação de digestão os produtos utilizados foram da empresa New 
England BioLabs®Inc. A restrição foi verificada por meio de eletroforese, 
utilizando gel de agarose 1% e 80V. Todo o produto de restrição (produto de PCR 
e vetor) foi aplicado em gel de agarose e depois foi realizada  a purificação do 
mesmo, utilizando o Kit GENECLEAN® III da Bio 101.  
Para  a ligação no vetor  foram utilizados 20 µl do produto purificado; 2,5 µl 
do Buffer 10X e 2,0 µl T4 ligase (Invitrogen™). A reação foi mantida a 4°C 
overnight. No dia seguinte foi feita a inativação da enzima ligase a 65ºC, por 10 
min e precipitação da ligação com 1/10 do volume de acetato de sódio 3M pH 5,2; 
1/10 do volume de glicosina e 3 volumes de etanol 95%. A precipitação ocorreu a 
-80ºC por 1 hora. Depois se procedeu da mesma forma como no item anterior 
(7.1.2), e a amostra foi ressuspendida em 5 µl de água e utilizada para 





  A transformação de E.coli foi realizada conforme o protocolo da Promega 
com modificações: 5 µl da ligação entre vetor e produto de PCR foram 
adicionados aos 50 µl de células competentes descongeladas e mantidas em gelo 
por pelo menos 30 min. Depois realizou-se o choque térmico da transformação a 
42ºC por 1 min, e seguida de gelo por 2 min. Foram adicionados 400 µl de meio 
2XYT (Triptona 16 g/l, extrato de levedura 10 g/l e NaCl 5 g/l, pH 7,0) e a amostra 
incubada por 1 hora a 37°C. As amostras foram plaqueadas em meio Luria-
Berturi (LB) (NaCl 10 g/l, triptona 10g/l, extrato de lecedura 5g/l e ágar 10 g/l, pH 
7,0) com canamicina (50 µg/ml) e acondicionadas em estufa a 37°C. 
Colônias isoladas foram selecionadas para a realização de PCR de 
colônia. Confirmadas como positivas, para a amplificação do produto de PCR 
desejado, estas foram cultivadas em 40 ml de meio 2XYT contendo canamicina a 
37°C, 180 rpm, overnight. As amostras foram centrifugadas a 12000  x  g, 10 min, 
4°C e utilizadas para a extração de DNA  por meio do protocolo Maxprep 
Promega . As condições da PCR foram 10 µl de GoTaq® Green Master Mix 2X 
(Promega); 0,5 µl de cada primer (5 µM)  342  (posição 18852 do genoma CTV) 
(+) e 57 (-) (posição 19296  do genoma do CTV), descritos no item (7.1.2); 1 
colônia; 9 µl de água. Como controle positivo foi utilizado o vetor do CTV T36 
nomeado como WT (Wild Type), sem a presença do peptídeo e o promotor Cp ou 
o vetor do CTV nomeado como TGFP com a presença do GFP. As condições de 
ciclagem foram as mesmas adotadas no item PCR (7.1.2). A maxprep foi enviada 
à empresa Macrogen® para a confirmação da clonagem do peptídeo por meio do 
sequenciamento. Amostras positivas no sequenciamento, foram utilizadas para a 





Para alguns peptídeos foram realizadas clonagens em PGEM®-T antes de 
clonar no vetor do CTV. O procedimento adotado para isso foi o proposto pelo 
fabricante Promega. Em seguida, algumas colônias foram selecionadas para 
reação de PCR com os primers específicos para cada peptídeo e o primer 57(-) 
descrito no item (7.1.2). Para as amostras positivas foi realizada a maxprep e o 
sequenciamento. Confirmadas as sequências procedeu-se à clonagem no vetor 
T36 e  a transformação em E.coli, como descrito. 
7.1.4 Transformação de  Rhizobium radiobacter (A.tumefaciens) e 
inoculação em Nicotiana benthamiana 
 R. radiobacter  EHA105 foi transformada com o vetor do CTV que continha 
os peptídeos selecionados. Cinco microlitros (~400 ng/µl) da MaxPrep foram 
adicionados à célula competente congelada e submetidos a um choque térmico a 
37°C por 5 min. Depois foi adicionado 1 ml de meio Luria Berturi (LB) (Sigma-
Aldrich, St Louis, MO) e mantido a 28°C, sob 180rpm por 3 horas. A cultura foi 
centrifugada a 7500 x g por 20 seg. O sobrenadante foi descartado e o precipitado 
foi ressuspendido em 200 µl de meio LB. Uma alíquota de 50 µl e outra de 100 µl 
foram plaqueadas em meio LB contendo 50 µg/ml de canamicina e 50 µg/ml de 
rifampicina. As placas foram mantidas em estufa a 28°C por dois dias. 
 Foi feita em seguida a PCR de colônia utilizando os primers 342 (+) e 57 (-) 
nas mesmas condições descritas anteriormente (item 7.1.2). Duas colônias 
positivas foram crescidas independentemente como pré - inóculo overnight em 5 
ml de meio LB contendo canamicina e rifampicina (28°C e 180 rpm). Após esse 
período 500 µl deste pré-cultivo foram utilizados para inocular 40 ml de meio LB 
suplementado com os mesmos antibióticos e incubados a 28°C, 180 rpm e 





Sorvall RC 5C-5B (DuPont Instruments) a 3000 x g por 10 min a 22°C e lavada 
em 10 mM de MgCl2 e 10 mM de ácido etanosulfônico 2(N-morpholino) (MES), 
centrifugada novamente sob as mesmas condições e descartado o sobrenadante. 
O precipitado foi ressuspendido em tampão de indução (10 mM MgCl2 e 10 mM 
MES contendo acetoseringona com uma concentração final de 150 μM. A 
suspensão em tampão de indução foi incubada a temperatura ambiente por até 5 
horas. A infiltração em plantas de N. benthamiana, com aproximadamente dois 
meses de idade, foi feita na superfície abaxial das folhas com o auxílio de 
seringas de 1 ml, conforme procedimentos desenvolvidos por Gowda et al. (2005). 
As plantas de N. benthamiana foram mantidas em câmara de crescimento sob 
condições controladas (21°C, com 16 horas de luz e 8 horas de escuro). Como 
controle da infecção de plantas de tabaco, o clone  de CTV 88-1, contendo a 
proteína GFP, foi inoculado para verificar a eficiência da inoculação. As plantas 
foram mantidas até o aparecimento de sintomas da infecção viral para a extração 
dos virions (Fig.12).  
 
 
Figura 12. Planta controle inoculada com o clone de CTV 88-1 contendo o GFP - 





8 Extração de virions e inoculação em Citrus macrophylla 
8.1 Extração de virions 
 Os virions de CTV utilizados para a infecção de plantas de citros foram 
obtidos de folhas de N. benthamiana infiltradas, como descrito no item anterior. A 
extração de virions foi feita depois de um a dois meses após a infiltração. 
Os virions foram purificados e concentrados por meio do gradiente de 
sacarose como descrito por Robertson et al. (2005) (Fig. 13). Inicialmente foi 
obtido o extrato das folhas de N. benthamiana infectadas em tampão KPO4 40 
mM (pH 7,8) contendo 5 % de sacarose.Para cada 1 g de tecido foram utilizados 
3 ml de tampão. A obtenção do extrato foi feita por meio de cortes repetitivos, do 
tecido com o auxilio de uma lâmina. A extração foi feita em placa de petri (de 
vidro) sobre gelo. O extrato foi centrifugado a 11600 x g por 10 min a 4ºC.. Do 
extrato  10 ml foram transferidos para 1 ml de sacarose 70% preparado, em 
tampão KPO4 40 mM. Os tubos foram centrifugados a 24.7606 x g, por 1h e 15 
min. a 4ºC. A sacarose 70 % no tubo foi separada em duas frações de 400 μl por 
meio de gotejamento, para isso foi feito um furo com uma agulha no fundo do 
tubo. A primeira fração (D1) de 400 µl foi descartada e a segunda fração separada 
(D2) para repetir todo o processo de purificação e concentração dos virions. A 
partir da segunda fração (D2) foi realizado novamente o processo de extração de 
virions, do passo 3 ao 6, representado na Fig. 13. A partir da fração D2 foi obtida 
a fração amostra (S) utilizada para a inoculação de plantas de Citrus macrophylla 
com cerca de um ano e meio de idade. C. macrophylla foi utilizada por ser 
considerada uma planta indicadora utilizada em diagnóstico biológico do vírus 





Para a inoculação dos virions foi feita uma abertura na epiderme do ramo 
da planta. As plantas de citros foram mantidas em casa de vegetação, com 
temperatura variando entre 25 e 32°C, até a recuperação do tecido da epiderme e 
a obtenção de brotações, que foram utilizadas para ELISA, como será descrito no 
item 9.3. 
 
Figura 13.  Esquema da extração de virions e inoculação em plantas de citros: D1 
- Primeira Fração obtida da primeira centrifugação; D2 – Segunda fração, obtida 
da primeira centrifugação e S – Fracão amostra. (*) Figura adaptada do artigo 
Folimonova e colaboradores, 2009. 
9 Detecção de virions e análise da expressão dos peptídeos por RT- PCR 
9.1 Microscopia eletrônica de transmissão  
 Cinco microlitros das frações D1, D2 e S descritas acima foram utilizadas 
para a detecção dos virions. A microscopia eletrônica foi realizada de acordo com 





9.2 Extração de RNA e reação de transcriptase reversa (RT-PCR)  
 Foi realizada a extração de RNA das amostras D1, D2 e S,  utilizando o 
mesmo protocolo para purificação de produto de PCR (item 7.1.2). Para a 
detecção da expressão dos peptídeos foram realizadas RT-PCRs “one step”. As 
condições das reações foram 10 µl de Tampão 2x; 1 µl de cada primer (5 µM); 3 
µl de RNA; 0,5 µl da enzima SuperScript® III One-Step RT-PCR System com 
Platinum® Taq High Fidelity (Invitrogen™) e 4 µl de água ultrapura. Os 
parâmetros das ciclagens foram (1) 50°C por 40 min.; (2) 94°C por 2 min.; (3) 
94°C por 15 seg.; (4) 54°C por 20 seg.; (5) 68°C por 30 seg.; (6)  Repetido 9 
vezes, do passo 2 ao 5; (7) 94°C por 15 seg.; (8) 58°C por 20 seg.; (9) 68°C por 
30 seg.; (10) Repetido 24 vezes, do passo 7 ao 9; (10) 68°C por 10 min., 
utilizando, para a realização da RT-PCR, o S1000TM Thermal Cycle - BioRAD. 
Como controle positivo utilizou –se a PCR do clone WT. Foram realizadas duas 
reações de RT - PCR para cada amostra. Os primers utilizados para uma das 
reações foram: primer específico (+) para o peptídeo e o primer 57(-). Para a outra 
reação utilizou-se os primers 342(+) e 57(-), descritos no item (7.1.2). 
9.3 RT-PCR e ELISA para citros 
 Para a confirmação da presença do CTV em plantas de citros inoculadas 
com a construção contendo o peptídeo foi realizado o “Double antibody 
sandwiched” ELISA, de acordo com a metodologia desenvolvida por Garnsey e 
Cambra  (1991). Foi utilizado anticorpo policlonal obtido de coelho na 
concentração de 1 μg/ml para cobrir a placa de ELISA. As amostras do tecido 
foliar foram diluídas 1:20 em tampão de extração PBS -T (Tampão fosfato salino 1 
mM e  Tween 20). Para a RT-PCR, 150 mg de folha jovem foi coletada para a 





9.4 Sequenciamento dos produtos de PCR  
 Para o produto de RT-PCR de folhas jovens de citros foi feito o processo 
de geneclean como já descrito previamente (item 7.1.3) e produto foi enviado para 
sequenciamento na empresa Macrogen, com o primer 342 (+) (descrito no item 
7.1.2) para a confirmação da presença do gene na planta de citros. 
10 Desafio das plantas de citros com Candidatus L. asiaticus 
 A partir de plantas de citros positivas para CTV e para a presença do 
peptídeo, foi feita a enxertia das plantas em C. macrophylla e laranja doce (C. 
sinensis var. Madam Vinous). Foram propagadas 12 plantas para cada 
construção (CTV + peptídeo) e para cada espécie de citros, totalizando 48 plantas 
para cada espécie. Após um mês foi verificada a eficiência da propagação, assim 
como foi feito o teste para confirmação por meio de ELISA. As plantas ELISA 
positivas (Tab. 5) foram desafiadas com psilídeos infectivos para CaLas.  Setenta 
e cinco psilídeos positivos para CaLas foram colocados em plantas 
assintomáticas contendo CTV e o peptídeo. Após 15 dias os psilídeos que se 
alimentaram dessas plantas foram retirados e avaliados por PCR em tempo real 
(RT - qPCR), com o objetivo de verificar se os peptídeos presentes nas plantas 
estariam atuando sobre a frequência da bactéria no inseto. Após 30 dias, após a 
colocação dos psilídeos positivos para CaLas, foi realizada avaliação da presença 
do patógeno na progênie dos insetos por RT- qPCR. Nas plantas, foram 
realizadas detecções de CaLas por RT- qPCR em três pontos da planta: ramo 
infestado (ramo onde os psílideos foram colocados para se alimentarem) e dois 
ramos subsequentes a esse ramo. O experimento foi conduzido em gaiolas (61 x 
61 x 92 cm - BioQuip Catalog #1466C), mantidas sob condições ideais para 





de DNA de plantas foi conduzido de acordo com De Paulo e Powell (1995) com 
modificações. Para isso 0,3 g de peciolo foliar e/ou nervura central foram 
maceradas em tampão de extração KLECO (NaCl 0,1M; EDTA 10 mM; 50mM Tris 
pH 9,0 e 10mM de DTT) por 30 seg. Foram coletados 1,3 ml  para  tubo de 
centrífuga de 2ml e adicionados 90 µl de  SDS 20%, incubados de 30 a 60 min a 
65°C. Posteriormente foram adicionados 500 µl de acetato de potássio 5M e 
incubados no gelo por 20 min. As amostras foram centrifugadas a 10000 x g por 
10 min a  temperatura ambiente. 500 µl foram coletados para tubos de centífuga 
de 1,5 ml contendo 500 µl de isopropanol gelado e centrifugados  sob as mesmas 
condições descritas acima. O “pellet” foi lavado com 1ml de etanol 70% e secado 
à vácuo. Foram adicionados 100 µl de água destilada para eluir o DNA. Para a 
extração de DNA de psilídeos foi utilizado o protocolo para purificação de DNA 
total de tecidos animais do Kit  DNeasy® Blood & Tissue da Qiagen. A 
metodologia adotada para a realização de RT- qPCR foi descrita por Li et al. 
(2006). 
Tabela 5. Número de plantas ELISA positivo para cada espécie de citros 
multiplicada. 
Peptídeo 
Número de plantas ELISA positivo 
C.macrophyla C.sinensis var. Madam vinous 
SC0902 3 3 
PE1106 - 5 
CitGASA-CS 1 - 
EC0604 2 - 









Figura 14. Experimentos de desafios de plantas com psilídeos infectados com 
Ca. L. asiaticus. 
 
11 Resultados e Discussão 
11.1 Prospecção de Peptídeos 
 A partir da prospecção nos bancos de dados Phytozome e CitEST foram 
obtidos 28 sequências candidatas a conterem sequências de AMPs (Tab. 6), 
levando em consideração os parâmetros do programa AntiMicPredictor (cedido 
pelo Dr Carlos Bloch Jr da EMBRAPA – Cenargen). Para esses peptídeos foram 
avaliadas a formação de α-hélice anfipática e a presença de pelo menos duas 
cargas positivas nos peptídeos pelo programa helical wheel projection 
(http://rzlab.ucr.edu/scripts/wheel/wheel.cgi).  Após essa, segunda análise  foi 
retirada alguns aminóacidos destacados em vermelho na Tabela 6, dos peptídeos 
número 9  (nomeado como PE1106) e 21 (nomeado PE1105), para se adequarem  
a uma estrutura de α-hélice anfipática. De acordo com as figuras 15A e 15B é 
possível verificar a fomação de uma estrutura em α-hélice anfipática com a 





Levando em consideração os mecanismos de ação dos AMPs sobre as 
membranas, a face hidrofóbica do peptídeo entraria em contato com a face 
hidrofóbica da membrana e posteriormente a face hidrofílica do peptídeo se 
voltaria para o interior da membrana, resultando na formação de poros. Assim, foi 
possível a comprovação de dois peptídeos de citros potenciais para o controle 



















Tabela 6. Sequência de peptídeos antimicrobianos prospectados dos  bancos de 
dados Phytozome e CitEST. 




















8 WGTNEQLIISILAHRNAAQRKLIRQTY C.aurantium 
9(*) LESLASSAVRTANKARAKLIVVLTRGG C.aurantium 
10 LRQQYGLAKSANEVILVIEAYKALRDR C.aurantium 
11 RMGVMFYMVGRYEEARSSFESAIAKLR C.fortune 
12 NGSTIILGDISLRGQLVVYDNVNKRIG C.fortune 
13 FSLIFNLTSKMFKKAVEAKSHQRLSGA C.aurantifolia 
14 LISLVFTHFVNATGTSRAHVQHLGKDS Citrumelo swingle 
15 YTFLWGRLYLALSGVEKAVKNSTNNKA C.sinensis 
16 KGKVQEKDIDRALLNLFSVQLRLGLFN C.sinensis 
17 ALSSVISGYNLFNHDSGHVNTTAAVHH C.sinensis 
18 KFNAMVSGLFQLGSSYEWVVTKKAGRS C.sinensis 
19 LINQVSSLFDGKLNILINNVGTTIRKA C.sinensis 
20 FLQNITGFMVGSRSEANGIAKAGAKMV C.sinensis 
21(*) IETFLKQLRSAANKIVGLKSIAAYRSG C.sinensis 
22 SSAVRTANSARATLILVLTRGGSTAKL C.sinensis 
23 LQILLNLKTSLKDSKSNIFSSWVSNNH C.sinensis 
24 MITKIEGRGNGIKTNIVNMVDIAKALA C.sinensis 
25 TQLQTMQSFRTQFLNALAGLGISSSRG C.reshni 
26 LRRVNQAIYLITTGARESAFRNIKTIA P. trifoliate 
27 RELVETAYTRAKQIITTHIDILHKLAQ C.reticulata 
28 TEVFNLWFQMLQQVKKNGLRVNFKREH C.reticulata 







Figura 15.   Diagrama “helical wheel” demonstrando a provável formação da 
estrutura de α-hélice anfipática (presença de face hidrofílica e hidrofóbica) dos 
PE1105 (A) e PE1106 (B). Resíduos hidrofílicos   ; Resíduos hidrofóbicos   ; 
Resíduos carregados negativamente     ; Resíduos carregados positivamente     ; 
Hidrofobicidade: degradê da cor verde/ hidrofílico: degrade da cor vermelha.  A 
linha pontilhada  em  lilás delimita as faces hidrofóbicas e hidrofílicas. Diagrama 
obtido pelo helical wheel projection (http://rzlab.ucr.edu/scripts/wheel/wheel.cgi).  
Além dos peptídeos de citros, outros peptídeos com pontencial 
antibacteriano e previamente descritos foram avaliados (Tab. 7). 
Tabela 7. Descrição dos peptídeos analisados. 
 
Peptídeo Origem Referência 
PE1105 Citrus sinensis CitEST 
PE1106 Citrus aurantium CitEST 
CJ0714 
Análogo de Hya-1  (Crusca et al., 2011) CJ0715 
AR0610 
Hya-1 Hypsiboas albopunctatus (Castro et al., 2009;Crusca et al., 2011) 
EC0604  Análogo de Ocellatin de 
L. ocellatus (Nascimento et al., 2007) 
SC0902 Catiledicina de suino (Yang et al., 2002) 
Polianina Jatropha curcas (Picchi et al., 2009) 





12 Atividade antimicrobiana in vitro 
12.1 Determinação da Mínima Concentração Inibitória (MIC) e Mínima 
Concentração Bactericida (MBC) 
12.1.1 Xanthomonas citri subsp. citri  
 Previamente à determinação de MIC e MBC foi realizado um teste  com a 
máxima concentração avaliada, de 128 µg/ml como descrito no item (5.4). 
Somente dois peptídeos, a polianina e o EF0704, dos dez peptídeos  
apresentados no item (11.1) (Tab. 7), não apresentaram efeito sobre o 
crescimento dos microrganismos avaliados. Os peptídeos que apresentaram 
atividade antimicrobiana a 128 µg/ml (Tab. 8), foram selecionados para a 
deterrminação de MIC e MBC sobre cada bactéria. 
 Tabela 8. Peptídeos selecionados para a determinação de MIC e MBC de cada 
microrganismo após o teste com a concentração de 128 µg/ml. 
Microrganismo PAMs com efeito antimicrobiano a 128 µg/ml 
Xcc PE1105, CJ0714, Hya-1, CJ0715, SC0902, AR0610 e EC0604 
Xf AR0610, Hya-1, CJ0715, EC0604, SC0902 e PE1106 
Msp PE1105, CJ0714, Hya-1, CJ0715, SC0902, AR0610 e EC0604 
Sm PE1105,PE1106, CJ0714, Hya-1, SC0902, AR0610 e EC0604 
Rr PE1105, PE1106, CJ0714, Hya-1, AR0610 e EC0604 
    Xcc – Xanthomonas citri subsp citri; Xf – Xylella fastidiosa / Msp – Methylobacterium sp / Sm- 
Sinorhizobium meliloti / Rr- Rhizobium radiobacter; PAMs – peptídeos antimicrobianos 
 
  A tabela 9 apresenta os resultados de MIC para Xcc. Os melhores 
resultados foram obtidos com CJ0714 (4 µg/ml), EC0604 (8µg/ml), Hya-1 (controle 
positivo da atividade antibacteriana) (8 µg/ml) e SC0902 (16µg/ml). AR0610 
apresentou MIC de 32 µg/ml. Para os peptídeos de citros, somente o PE1105  
apresentou atividade, com uma MIC de 64 µg/ml. O peptídeo CJ0715 foi o único 
que apresentou MIC na máxima concentração avaliada (Tab. 9). Em relação aos 





ceftazidima. Já para amoxicilina a MIC não foi determinada, pois esse antibiótico 
não mostrou ação em Xcc (Tab. 9).  
   O uso dos peptídeos antimicrobianos para o controle de patógenos 
bacterianos tem sido muito estudado, como por exemplo o trabalho desenvolvido 
por Franco et al., (2006) que verificaram a atividade do peptídeo Cp-thionin II, 
isolado de sementes de Vigna unguiculata, sob o crescimento de bactérias Gram-
negativas e Gram-positivas. Ele apresentou considerável atividade bactericida, 
com valores de MIC de 128 µg/ml para Staphylococcus aureus ATTC 25923, 64 
µg/ml e 42 µg/ml para Escherichia coli ATTC 25922 e Pseudomonas syringae. 
Entretanto nenhuma atividade foi verificada para Ralstonia solanacearum, 
Rhataybacter sp. e Erwinia sp.  
 A determinação da MBC é de extrema importância para confirmar o efeito 
bactericida do AMP sobre a bactéria. A MBC e MIC (Tab. 9)  para Xcc 
apresentaram valores iguais para os peptídeos CJ0714, EC0604, SC0902, 
AR0610, PE1105, CJ0715 e para os antibióticos Imipenem e ceftazidima, 
mostrando que a MIC conseguiu matar completamente o patógeno Xcc.  
 Castro et al. (2009) verificaram que o peptídeo Hya-1 é mais efetivo para o 
controle de Gram-positivas (Staphylococcus aureus, Enterococcus e Bacillus 
subtilis). Entretanto, nossos resultados mostraram o potencial desse PAMs para o 








Tabela 9. Determinação da Mínima Concentração Inibitória (MIC) e Mínima 
Concentração Bactericida (MBC) dos PAMs sobre Xanthomonas citri subsp. citri 
Peptídeo MIC (µg/ml) 
MBC 
(µg/ml) 
PE1105 64 64 
CJ0714 4 4 
Hya-1 8 16 
CJ0715 128 128 
SC0902 16 16 
AR0610 32 32 
EC0604 8 8 
Ceftazidima 16 16 
Amoxicilina N N 
Imipinem 2 2 
. 
 12.1.2 Candidatus Liberibacter asiaticus 
Devido à impossibilidade de cultivar Ca.Liberibacter asiaticus foram 
utilizadas bactérias filogeneticamente próximas a este patógeno, como 
Sinorhizobium meliloti SEMIA 165 (=USDA 1002) e Rhizobium radiobacter 
(GV3101/PMP90), para verificar o possível efeito dos PAMs sobre CaLas. 
S. meliloti 
Para S. meliloti, os peptídeos que apresentaram os melhores valores para 
MIC foram CJ0714 (8 µg/ml), EC0604 (8 µg/ml), AR0610 (4 µg/ml) e SC0902 (8 
µg/ml) (Tab. 10). Curiosamente, a MBC do peptídeo CJ0714 (Tab. 10) foi de 128 
µg/ml, ou seja, somente nesta concentração houve eliminação completa do  
microrganismo, apesar disso, na diluição seriada foi observada uma redução na 
ordem de 104 para a concentração de 64 µg/ml e de 102 para concentrações entre 
8 e 32 µg/ml. Já para o peptídeo EC0604 (Tab. 10) observou-se uma redução de 





µg/ml. A MBC de AR0610 (Tab. 10), foi de 64 µg/ml, entretanto foi observada na 
diluição seriada uma redução de 105  para a concentração de 32 µg/ml.  
Para o peptídeo SC0902 (Tab. 10), a MIC foi de 8 µg/ml e a MBC 16 µg/ml. 
Já para o peptídeo utilizado como controle da atividade antibacteriana (Hya-1)  
não foi possível determinar de MIC e MBC, sendo observada redução no 
crescimento bacteriano da ordem de 105 para as concentrações de 16 a 128 
µg/ml, em comparação ao tratamento sem o peptídeo. Em relação aos antibióticos 
utilizados as MIC e MBC foram respectivamente de 4 µg/ml  e 16 µg/ml, para 
Imipinem  é de 4 µg/ml  e 32 µg/ml  para amoxicilina  (Tab. 10). Apesar disso, 
para amoxicilina foi detectada uma redução do crescimento, de 103 para 
concentrações entre 2 a 16 µg/ml. Para ceftazidima a MIC e a MBC também não 
puderam ser determinadas, pois ocorreu  crescimento bacteriano em todas as 
concentrações avaliadas. Os peptídeos de citros PE1105 e PE1106 apresentaram 
valores de 128 µg/ml para MIC e MBC, indicando que apesar dos valores altos 
obtidos, esses peptídeos podem controlar S.meliloti (Tab.10). Os dados obtidos 
de MIC e MBC para a bactéria S.meliloti podem apresentar alguma correlação 
para o controle de HLB e serem úteis, já que S. meliloti é filogeneticamente 










Tabela 10. Determinação da Mínima Concentração Inibitória (MIC) e Mínima 
Concentração Bactericida (MBC) dos PAMs sobre Sinorhizobium meliloti 
Peptídeo MIC (µg/ml) MBC (µg/ml) 
Redução no 
Crescimento 
(RC) – UFC/ml 
Concentração(ões) 
(µg/ml) onde teve 
RC  
PE1105 128 128 - - 
PE1106 128 128 -  
CJ0714 8 128 104/102 64/ 8 -32 
Hya-1 N N 105 16-128 
SC0902 8 16 - - 
AR0610 4 64 105 32 
EC0604 8 32 103 8 e 16 
Ceftazidima N N - - 
Amoxicilina 4 32 103 4-16 
Imipinem 4 16 - - 
 N – Não observado dentro do intervalo de concentrações avaliadas; RC – Redução de 
crescimento em relação ao controle positivo (somente a bactéria) que apresentou crescimento da 
ordem de 107 UFC/ml; UFC/ml: Unidade Formadora de Colônia por mililitro. 
 
Rhizobium radiobacter (A.tumefaciens) 
 O peptídeo e antibiótico que causaram inibição do crescimento de R. 
radiobacter foram Hya-1 (MIC e MBC de 32 µg/ml) (Tab. 11) e imipinem (MIC e 
MBC de 2 µg/ml) (Tab. 11), respectivamente. Para os demais PAMs e anibióticos 
as  concentrações mínimas inibitórias foram de 8 µg/ml  para CJ0714, EC0604 e 
amoxicilina, 64 µg/ml para AR0610 e 128 µg/ml para PE1105 e ceftazidima (Tab. 
11). Para o peptídeo PE1106 não foi possível determinar a MIC e MBC (Tab. 11) 
nas concentrações avaliadas. Os peptídeos CJ0714, EC0604 e PE1105 que 
apresentaram bons resultados para a atividade bactericida de Xcc e S. meliloti 
somente reduziram o crescimento de R. radiobacer (Tab.12). O peptídeo EC0604 
apresentou MBC de 128 µg/ml (Tab.11) e os demais peptídeos não apresentaram 
MBC, entretanto, observou-se a redução do crescimento em comparação ao 





Tabela 11. Determinação da Mímima Concentração Inibitória (MIC) e Mínima 
Concentração Bactericida (MBC) dos PAMs sobre Rhizobium radiobacter. 
Peptídeo MIC (µg/ml) MBC (µg/ml) 
PE1105 128 N* 
PE1106 N N 
CJ0714 8 N* 
Hya-1 32 32 
AR0610 64 N* 
EC0604 8 128* 
Ceftazidima 128 N* 
Amoxicilina 8 N* 
Imipinem 2 2 
 N – Não obsevado dentro do intervalo de concentrações avaliado; 
* Redução de Crescimento (Tab. 12). 
 
Tabela 12. Taxa de redução de crescimento de Rhizobium radiobacter sob ação 
dos PAMs que não apresentaram MIC ou MBC (Tab.11) 
Peptídeo ou 
Antibiótico 
Redução no Crescimento (UFC/ml)* 
nas concentrações avaliadas 
PE1105 103 para 128µg/ml 
CJ0714 103 de 8 a 128 µg/ml 
AR0610 103 para 64 e 128 µg/ml 
EC0604 
102 para 8 µg/ml 
103 para 16 e 32 µg/ml 
104 para  64 µg/ml 
Amoxicilina 
103 para 8 e 16 µg/ml 
104 de 32 a 128 µg/ml 
Ceftazidima 103 para 128µg/ml 
12.1.3 Ação dos AMPs sobre Methylobacterium sp.  
 Para  Methylobacterium sp. os peptídeos que apresentaram efeito sobre 
seu crescimento foram o CJ0714 e o EC0604 (MIC 8 µg/ml e MBC 16 µg/ml) 
(Tab.13). A 8 µg/ml observou-se somente redução no crescimento de 105 e 103 
UFC/ml para CJ0714 e EC0604, respectivamente. O peptídeo P 1105 e CJ0715 
apresentaram MIC e MBC de 128 µg/ml e de 64 µg/ml (Tab. 13), respectivamente. 





as determinações de MIC e MBC, pois houve crescimento em todas as 
concentrações avaliadas. Amoxicilina apresentou MIC de 8 µg/ml onde pode-se 
observar redução de crescimento da ordem de 102 UFC/ml e MBC de 32 µg/ml 
(Tab. 13). Em relação aos antibióticos utilizados, imipinem apresentou o melhor 
controle, com MIC e MBC de 2 µg/ml (Tab. 13). 
 Para o peptídeo Hya-1 a MIC foi de 16 µg/ml e a MBC foi de 32 µg/ml (Tab. 
13), para a MIC de 16 µg/ml houve uma redução de 103 UFC/ml, em relação ao 
controle positivo 107 UFC/ml.  AR0610  apresentou MIC de 32 µg/ml e não foi 
possível determinar a MBC (Tab. 13), mas observou-se redução de crescimento, 
de 105 UFC/ml entre as concentrações de 32 e 128 µg/ml. 
 Como os endofíticos podem apresentar efeitos favoráveis a planta, é 
interessante que os PAMs apresentem o menor ou nenhum efeito tóxico sobre 
estes. 
Tabela 13. Determinação da MIC e MBC dos PAMs sobre Meyhylobacterium sp. 
Peptídeo MIC (µg/ml) 
MBC 
(µg/ml) 
PE1105 128 128 
PE1106 N N 
CJ0714 8 16 
CJ0715 64 64 
Hya-1 16 32 
AR0610 32 N* 
EC0604 8 16 
Ceftazidima N N 
Amoxicilina 8 32 
Imipinem 2 2 
N – Não observado dentro do intervalo de concentrações avaliado; 







12.1.4 Avaliação de MBC para X. fastidiosa 
 Para a determinação da MBC para X. fastidiosa foram utilizadas células 
planctônicas e em biofilme. As células em biofilme podem ser consideradas mais 
resistentes a compostos antimicrobianos, em relação às células em crescimento 
planctônico, pois apresentam vantagem adaptativa (Costerton et al., 1995). 
Provavelmente, devido a isso, as doses, capazes de controlar o crescimento em 
biofilme costumam ser muito maiores do que as utilizadas quando as células 
crescem de forma planctônica, como observado por Rodrigues et al. (2007) ao 
utilizar o cobre e zinco como compostos antimicrobianos  
Para o peptídeo AR0610, o crescimento planctônico e biofilme foram 
reduzidos dez vezes, quando comparados com o controle positivo (somente a 
bactéria), de aproximadamente 105UFC/ml (Fig. 16). Entretanto, para o 
crescimento em biofilme essa diferença só pode ser observada a partir de 16 
µg/ml, enquanto para o planctônico foi observada essa redução de crescimento a 
partir de 4 µg/ml (Fig. 16). Apesar da mínima redução observada, esses 
resultados confirmam, que para o controle do biofilme, são necessárias 
concentrações superiores de peptídeos, como discutido acima. 
O peptídeo Hya-1 apresentou a mesma proporção de redução de 
crescimento como observado com  AR0610. Entretanto a redução com Hya-1 já 
pode ser observada a 2 µg/ml, em ambas as condições de crescimento (Fig. 17), 
mostrando que este peptídeo é  mais efetivo para o controle de Xf. 
Para os peptídeos CJ0715, EC0604, SC0902 e PE1106 não foi observado 








Figura 16.  Determinação de MBC (UFC/ml) do peptídeo AR0610 sobre  X. 
fastidiosa em condições de crescimento planctônico e biofilme. (0µg/ml) controle 
positivo – somente a bactéria. Média de três repetições.  As barras representam o 
erro padrão das médias. 
 
 
Figura 17. Determinação de MBC (UFC/ml) do peptídeo Hya-1 sobre  X. 
fastidiosa em condiçõess de crescimento planctônico e biofilme. (0µg/ml) controle 
positivo – somente a bactéria. Média de três repetições. As barras representam o 


























Figura 18. Determinação de MBC (UFC/ml) do peptídeo CJ0715 sobre  X. 
fastidiosa em condições de crescimento planctônico e biofilme. (0µg/ml) controle 
positivo – somente a bactéria. Média de três repetições. As barras representam o 
erro padrão das médias. 
 
 
Figura 19. Determinação de MBC (UFC/ml) do peptídeo EC0604 sobre  X. 
fastidiosa em condições de crescimento planctônico e biofilme. (0 µg/ml) controle 
positivo– somente a bactéria. Média de três repetições. As barras representam o 




























Figura 20. Determinação de MBC (UFC/ml) do peptídeo SC0902 sobre  X. 
fastidiosa em condições de crescimento planctônico e biofilme. (0µg/ml) controle 
positivo – somente a bactéria. Média de três repetições. As barras representam o 
erro padrão. 
 
Figura 21. Determinação de MBC (UFC/ml) do peptídeo PE1106  sobre  X. 
fastidiosa em condições de crescimento planctônico e biofilme. (0µg/ml) controle 
positivo – somente a bactéria. Média de três repetições. As barras representam o 

























13 Avaliação da fitotoxicidade dos peptídeos 
Ensaios biológicos para o monitoramento da bioatividade de diversas 
moléculas tem sido frequentemente incorporada à identificação e monitoramento 
de substâncias potencialmente tóxicas às plantas (Noldin et al., 2003). Assim, 
com o propósito de verificar o  potencial fitotóxtico dos peptídeos  Makovitzki et al 
(2007) avaliaram a toxicidade do peptídeo C14-KLLK  e melittina (controle 
positivo) em folhas de tabaco a concentrações de 30, 60 e 120 µg/ml. Após 12h, 
as folhas começaram a secar no ponto de inoculação, e depois de 24h houve 
necrose. Já nas folhas com  C14-KLLK, nenhum sintoma de necrose pode ser 
observado.  
Neste trabalho foi realizado a análise de fitotoxicidade somente para os 
peptídeos que apresentaram os melhores efeitos antimicrobianos  (CJ0714, Hya-
1, SC0902, EC0604, PE1106 e PE1105) sobre as bactérias avaliadas. A análise 
de toxicidade foi realizada em folhas de laranja doce com as concentrações de 64 
e 128 µg/ml. Após 7dpi, não foram observadas nenhuma lesão ou alteração nos 






Figura 22. Avaliação da fitotoxicidade dos peptídeos em folhas de laranja doce 
CJ0714, Hya-1 (Controle positivo), SC0902, EC0604, PE1106 e PE1105 para as 
concentrações de 128 e 64 µg/ml após 7 dpi. 
14 Avaliação da MBC dos peptídeos  para  Xcc em folhas destacadas  
  Os peptídeos capazes de eliminar completamente o crescimento de Xcc  
nos experimentos in vitro foram utilizados para os testes em folhas destacadas. 
Para isso foram utilizadas as mesmas concentrações  dos experimentos in vitro 
de  células bacterianas (104 UFC/ml) e a MBC de cada AMP. Com o propósito de 
visualizar o crescimento bacteriano dentro da planta foi utilizado como controle 
positivo a bactéria Xcc marcada com a proteína fluorescente GFP. 
Aproximadamente 10 µl da mistura, suspensão bacteriana e peptídeos 
foram inoculadas nas folhas de laranja doce. Utilizou-se quatro folhas para a 





inoculação. Os sintomas foram avaliados qualitativamente, ao sétimo dias após a 
inoculação (Fig.  23 e 24) e no décimo quarto dia foi feito o isolamento da área 
inoculada e diluição seriada até 10-8 (Fig. 25 e 26).  
 Para o peptídeo PE1106, o teste in vitro não foi eficiente no controle de 
Xcc, porém por se tratar de um peptídeo de citros foram realizados testes em 
folha destacada para 128, 256 e 512 µg/ml. Nenhuma das concentrações 
avaliadas foi eficiente para o controle de Xcc.  Somente os tratamentos com o PE 
1106 e o controle positivo para o crescimento bacteriano (Xcc sem peptídeo 
antimicrobiano) apresentaram colônias isoladas na ordem de 1011 UFC/ml (Fig.  
25 e 26). O tampão PBS utilizado para preparar a célula bacteriana na 
concentração desejada, foi o controle negativo do experimento. O peptídeo Hya-1 
foi utilizado como controle positivo. 
 Os experimentos em folhas  destacadas (Fig. 23 a 26) mostraram que os 
PAMs SC0902, AR0610, CJ0715, EC0604, CJ0714 e PE1105, foram eficientes na 
inibição do crescimento bacteriano, já que não foi possível a observação de 
sintomas da doença de cancro cítrico (Fig. 23 e 25) e da fluorescência devido  a 
marcação da bactéria com GFP (Fig. 24 e 26). Além disso, o isolamento 
bacteriano dos tecidos foliares só foram possíveis para o PE1106 e para o 
controle (somente a bactéria). Esses resulatdos corroboram com os dados obtidos 










Figura 23 (A e B).  Efeito dos peptídeos sobre Xcc em folhas de laranja doce 
destacadas, 7 dias após a inoculação. Xcc – controle positivo para o crescimento 







Figura 24 (A e B). Efeito dos peptídeos sobre WT306 (Xcc – GFP) em folhas de 
laranja doce destacadas, 7 dias após a inoculação. As setas indicam o ponto de 
inoculação. WT306 (Xcc – GFP) – controle positivo para o crescimento 











Figura 25 (A e B). Efeito dos peptídeos sobre Xcc em folhas de laranja doce 
destacadas, 14 dias após a inoculação. Xcc – controle positivo para o crescimento 









Figura 26 (A e B). Efeito dos peptídeos sobre WT306 (Xcc – GFP) em folhas de 
laranja doce destacadas,14 dias após a inoculação. As setas indicam o ponto de 
inoculação. WT306 (Xcc – GFP) – controle positivo para o crescimento 









14.1 Efeito da MBC in planta para Xcc 
 Os experimentos conduzidos em folha destacada foram repetidos em 
plantas em condições de casa de vegetação. Como controle negativo foi feita a 
inoculação com o tampão PBS,  o qual só é observado auto fluorescência 
devido à cicatrização. O controle positivo utilizado foi a bactéria Xcc marcada 
com GFP. Somente para o controle positivo e para o peptídeo AR0610 pode ser 
observado a presença de sintomas e o crescimento da bactéria por meio da 
fluorescência detectada, aos 7 dias após a inoculação (Fig. 27 A).  
  Aos 14 e 21 dpi (Fig. 27 B e C) foi feita avaliação qualitativa, como 
realizado aos 7 dpi, e foram verificados sintomas e presença da bactéria para os 
peptídeos PE1105, CJ0714 e AR0610. Os sintomas, assim como a 
fluorescência para esses peptídeos, foram inferiores quando comparados ao 
controle positivo. Entretanto após a análise quantitativa realizada pela diluição 
seriada das bactérias da região da lesão obteve-se 108 UFC/ml para o controle, 
107 UFC/ml para CJ0714 e 105 UFC/ml para PE1105 e AR0610 (Tab. 14). A 
concentração de bactéria não apresentou variação entre 14 e 21 dpi (Tab.14). 
Os peptídeos PE1105, CJ0714 e AR0610 haviam apresentado controle sobre o 
crescimento de Xcc nos experimentos in vitro (Tab. 9) e em  folha destacada 
(Fig. 23 a 26), porém fatores como metabólitos das plantas, estabilidade dos 
AMPs, assim como condições favoráveis ao patógeno, podem ter afetado a 
atividade do peptídeo em planta. Segundo Bessale et al. (1990) a estabilidade 
dos PAMPs à degradação por proteases é característica importante quando se 
trata da meia–vida do peptídeo em condições naturais ou não controladas, como 
nos experimentos realizados em casa de vegetação e em campo. Para verificar 





adicionadas aos peptídeos e a degradação monitorada  por HPLC (Bessale et 
al., 1990).  
 Com o objetivo de aumentar a estabilidade dos AMPs, podem-se 
desenvolver análogos dos peptídeos por meio da incorporação de D-
aminoácidos, uma vez que poucas enzimas reconhecem as ligações amídicas 
envolvendo D-aminoácidos. Essa estratégia pode promover um incremento na 
atividade antimicrobiana, redução da atividade proteolítica e da atividade 
hemolítica (Zhu et al., 2007).  
 Para o peptídeo CJ0715 (Fig. 27 B e C) os dados em planta são 
coerentes aos  obtidos in vitro  e  em folhas destacadas. Apesar disso, um halo 
com sintoma de murchamento ao redor do local da inoculação, pode indicar 
algum grau de fitotoxicidade que não havia sido detectado para o experimento 
em folha destacada. Para os demais peptídeos os resultados in planta 
















Tabela 14. Isolamento de Xcc aos 14 e 21 dpi das folhas de C.sinensis. 
 
 
15 Teste hemolítico dos peptídeos 
 
 Os ensaios hemolíticos foram determinados para avaliar a toxicidade de 
peptídeos para células de eucariotos conforme descrito no item (6.4).  De 
acordo com o National Instute of Heath (NIH) descrito pela empresa Carefusion 
(http://www.carefusion.com) o valor limite aceitável para hemólise é  menor que 
5%. A tabela 12 apresenta a porcentagem de hemólise de acordo com as 
concentrações dos peptídeos, sendo que os únicos peptídeos que estariam 
dentro do valor aceitável para hemólise seriam os peptídeos de citros PE1105 
e PE1106 e a oxitocina (controle negativo). O AMP EC0604, foi utilização como 
controle positivo. 
 O CJ0714 (análogo a Hya-1) mostrou boa atividade antimicrobiana e 
alta atividade hemolítica. Dessa forma, este peptídeo não pode ser considerado 
para a utilização em processos de transformação de plantas, devido ao risco à 
saúde humana (Tab. 15).  Como descrito por  Crusca et al. (2011) Hya-1 tem 
uma elevada atividade antimicrobiana, assim como atividade hemolítica. Esses 
autores fizeram modificações estruturais no Hya-1, como o acréscimo do 




EC0604 0 0 
HYA-1 0 0 
SC0902 0 0 
AR0610 1,3 x105 1,07 x 105 
CJ0715 0 0 
CJ0714 3,3 x 107 3,3 x 107 
PE1105   1,05 x 105 9,67 x 104 
Controle      





alta atividade hemolítica e isso provavelmente ocorreu porque o triptofano 
incrementa a afinidade a transmembrana devido a alterações conformacionais 
do peptídeo. Em relações aos dados obtidos  apresentados na tabela 12, 
mostram que o CJ0714 realmente apresenta uma alta atividade hemolítica.  
A presença de cargas positivas na região N-terminal do peptídeo pode 
incrementar a atividade antimicrobiana, assim como a atividade hemolítica, 
CJ0714 é um exemplo disso. Segundo Crusca et al., (2011) a presença de 
cargas na região N-terminal está correlacionada à atividade antimicrobiana e 
seletividade da bactéria. Dessa forma, esses autores sugerem que há uma 
direta relação entre atividade antimicrobiana e hidrofobicidade. 
O peptídeo EC0604, por ser análogo a ocellatin 4, possui atividade 
hemolítica, como já descrito por Nascimento et al. (2007). Estes autores 
verificaram que a atividade de ocellatin 4 sobre eritócitos humanos ocorre a 
14,3 µM e sugerem que a interação entre membranas de mamíferos e ocellatin 
4 é favorecida pela carga neutra do peptídeo a pH 7,0. EC0604 apresentou 
atividade hemolítica sob as mesmas concentrações de MIC/MBC obtidas para 
S. meliloti, dessa forma, a concentração necessária para controlar essa 
bactéria é danosa a eritrócitos humanos, inviabilizando o uso deste peptídeo. 
Já para Xcc apesar de a concentração de 8 µg/ml ou 3,4 µmol/l capaz de 
controlar esse patógeno é baixa, quando comparada a concentração requerida 
para apresentar hemólise, pode-se dizer que não seria  aceitável o uso desse 
peptídeo para o controle de Xcc, por medidas de segurança a saúde humana, 
devido a alta atividade hemolítica apresentada  na Tabela 15. 
O resultado obtido com os testes de hemólise apontam para o possível 





venham a ser utilizados para a transgenia. Apesar disso, existem duas linhas 
de pensamento em relação a isso: uma delas defende que a toxicidade pode 
se tornar um problema, somente em casos onde o peptídeo seja administrado 
sistemicamente, tal que a ingestão dessas moléculas não ocasiona riscos, 
porque os AMPs são quebrados no momento da ingestão, como ocorre com 
outros peptídeos de alimentos (Fox, 2013). De fato, Kuroda e Caputo (2013)  
dizem que a ingestão de compostos antimicrobianos usados como 
medicamento, tem um grande desafio devido a enzimas presentes no trato 
gastrointestinal, que agem de forma eficiente na digestão de peptídeos e 
proteínas. Esse é um desafio que a indústria farmacêutica enfrenta para o 
desenvolvimento de moléculas que podem ser ingeridas, sem afetar sua 
atividade.  Na outra linha de pensamento, acredita-se que  a quebra dos AMPs 
tal que os mesmos mantenham a toxicidade (Fox, 2013). Mudanças na 
estrutura dos peptídeos podem diminuir a atividade hemolítica e manter o efeito 
antimicrobiano. Para eliminar qualquer dúvida em relação ao uso dos 
peptídeos, muitos testes devem ser realizados para evitar qualquer risco à 
saúde humana. 
Son et al. (2013) avaliaram a redução da atividade hemolítica do 
peptídeo LK e LL-37, pela identificação de algumas posições de aminoácidos 
(aa) presentes na face polar como na face não - polar. Após a identificação, foi 
realizada a mutação ou a troca por outros aminoácidos. Os resultados 
mostraram que peptídeos análogos a LK, que apresentaram uma quebra da 
hidrofobicidade  na face apolar, mostraram uma redução (maior que 8000 
vezes) na atividade hemolítica utilizando células sanguíneas de humanos e um 





análogos de LL-37 foi observada uma redução de 8 vezes na atividade 
hemolítica enquanto que a atividade antimicrobiana se manteve a mesma. 
Dessa forma, esses autores sugerem que o rompimento da hidrofobicidade de 
peptídeos da α-hélice anfipática pode  ser uma característica importante para o 
desenvolvimento de moléculas antimicrobianas com reduzido efeito nas células 
do hospedeiro. 
  O peptídeo SC0902 (tripticina) apresenta alta porcentagem de arginina 
(30%), triptofano (25%) e prolina (5%). A presença dessa proporção dos 
aminoácidos, arginina e triptofano, e de três resíduos de prolina consecutivos, 
faz desse peptídeo uma molécula única, que apresenta bom espectro de ação 
sob bactérias Gram-negativas, Gram-positivas e  alguns fungos (Salay et al., 
2012). Esse PAM foi capaz de controlar Xcc e S.meliloti, e a atividade 
hemolítica só foi observada em concentrações superiores à dose de MBC. 
Yang et al. (2002) verificaram que a atividade hemolítica de SC0902 era 
próxima de zero a uma concentração de 30 µg/ml, indicando que esse peptídeo 
pode ser considerado promissor para a transformação de plantas. 
  
Tabela 15. Percentual hemolítico dos peptídeos para diferentes concentrações 
de PAMs. 
           Peptídeos/Concentração Atividade hemolítica (%) 
25 mM 50 mM 75 mM 100 mM 
PE1105 0,8 0,3 0,3 0,5 
PE1106 0,6 0 0 0 
CJ 0714 14 52,7 83 99,3 
EC 0604 87,7 99,6 99,9 99,3 
SC0902 0,7 3,5 9,7 27,8 
OXITOCINA* 0,3 0,3 0,3 1,2 





16 Proliferação de linfócitos 
A proliferação de linfócitos é uma das metodologias utilizadas para 
verificar a proliferação celular induzida por compostos como os peptídeos 
antimicrobianos. Por meio dela pode-se determinar se está ocorrendo 
supressão ou estimulação das células (Zandonai et al., 2010). A determinação 
pode ser feita pela redução do  3-(4, 5-dimetiltiazol-2-il) - 2, 5 - brometo 
difeniltetrazolium (MTT), que ocorre em células metabolicamente 
ativas,indicando o número de células viáveis (Mosmann, 1983). Neste trabalho 
foi utilizado como controle positivo, o estimulador de proliferação concanavalina 
A. 
Estudos com produtos naturais, com o objetivo de obter novos 
medicamentos a partir de extratos vegetais, usam o teste de proliferação de 
linfócitos para verificar a viabilidade para uso para  humanos. Zandonai et al. 
(2010) avaliaram diferentes extratos de plantas e verificaram  que a fração 
metanólica obtida de Catophylum brasiliense  foi capaz de induzir a proliferação 
de maneira concentração dependente. Os autores discutem que a proliferação 
de linfócitos pode estar relacionada com a ativação do sistema imune. Esta 
suposição não poderia ser aplicada aos resultados obtidos para os peptídeos 
antimicrobianos deste trabalho, já que nenhuma dose-resposta foi encontrada 
para a proliferação de linfócitos. Somente foi observada proliferação quando 
utilizada a concanavalina A (Tab.16). 
Para os peptídeos CJ0714 (100 mM) e EC0604 (75 e 100 mM) os 
valores obtidos foram inferiores ao obtido com o controle negativo. Isso pode 






Tabela 16.  Teste de proliferação de linfócitos sob diferentes concentrações de Con-A e de PAMs. 
 
* Controle Negativo para a proliferação de linfócitos; ** Controle Negativo - Somente meio de cultura; Con-A - Concanavalina 
Peptídeo  Proliferação de linfócitos – Absorbância 540nm  
Peptídeo (mM) Con-A (µg/ml) 
25 50 75 100 0 10 20 30 40 60 70 
PE1105 0,172 0,149 0,163 0,136 - - - - - - - 
PE1106 0,127 0,112 0,122 0,143 - - - - - - - 
CJ0714 0,159 0,186 0,116 0,080 - - - - - - - 
EC0604 0,128 0,100 0,052 0,033 - - - - - - - 
SC0902 0,114 0,116 0,141 0,104 - - - - - - - 
Oxitocina* 0,109 0,112 0,106 0,110 - - - - - - - 
Controle 
Negativo** 
- - - - 0,135 - - - - - - 




17 Desgranulação de mastócitos 
  Por meio dos testes de desgranulação de mastócitos, os peptídeos 
antimicrobianos de citros PE1105 e PE1106 (Tab. 17) não demonstaram 
capacidade de induzir resposta alérgica em vertebrados, pois apresentam valores 
bem inferiores ao controle negativo, oxitocina. O PE1106 não induziu 
desgranulação em nenhuma das concentrações avaliadas, enquanto para PE1105 
pode ser observado alguma atividade, na concentração de 100mM com uma 
capacidade aproximada de 23 % de desgranulação (Tab. 17). 
 Os AMPs isolados de anfíbios, CJ0714 e EC0604 (Tab.17) apresentaram 
uma atividade em torno de 30% para as concentrações avaliadas, e próxima a do 
controle negativo.  Em relação à desgranulação de mastócitos por AMPs de 
anfíbios existem alguns estudos que podem colaborar para o entendimento desse 
fato. Ma et al. (2010) avaliaram diferentes características, de 13 peptídeos 
isolados de anfíbios da espécie Rana nigroviattata; a maioria desses peptídeos 
apresentou desgranulação de mastócitos a 50 µg/ml , sendo que como controle 
nesses experimentos foi utilizado 0,1% (v/v) de Triton-X 100. Tais resultados 
sugere que esses peptídeos podem regular ou mediar a resposta antimicrobiana, 
por estímulo da desgranulação de mastócitos. 
 O peptídeo SC0902 apresentou resultados promissores nos demais testes 
realizados. Entretanto, os resultados apresentados na tabela 17 mostram que 
esse PAM induziu os maiores valores de desgranulação de mastócitos, indicando 
que pode ocasionar a liberação de várias moléculas mediadoras e desencadear 




de moléculas que podem ser produzidas por diferentes células e que possuem 
características favoráveis para atuarem como AMPs de amplo espectro, capaz de 
controlar  bactérias Gram-negativas e Gram-positivas. Estudos relacionados às 
características imunoregulatórias desse AMP tem se destacado nos últimos anos. 
Esse peptídeo pode ter a capacidade de se ligar e neutralizar lipopolissacarídeos 
(LPS) ou estimular a atividade de células de leucócitos, onde esse AMP pode agir 
como quimiotaxina de células T (Gutsmann et al., 2001). Schiemann et al. (2009) 
foram os primeiros a verificar  degranulação de células de mastócitos primárias de 
humanos por esse peptídeo. Esses autores verificaram que ao mesmo tempo em 
que ocorre a indução das células de mastócitos, ocorre a degradação do LL-37 em 
diferentes fragmentos devido à ação da protease β-tripticase, que é liberada pela 
desgranulação de células de mastócitos, o que pode afetar a atividade do 
peptídeo. Além disso, foi avaliada uma quimiocina (CXCL4), capaz de evitar 
ocorrências dessa degradação. Dessa forma, esses autores sugerem que o 
entendimento da relação catiledicina e células de mastócitos, sassim como a 










Tabela 17. Teste de desgranulação dos mastócitos, porcentagem determinada 




Desgranulação de Mastócitos(%) 
25 mM 50 mM 75 mM 100 mM 
PE1105 15,6 13,3 10,4 23,7 
PE1106 5,2 5,8 7,5 3,5 
CJ 0714 29,5 27,2 22,0 31,2 
EC0604 56,6 37,0 24,8 24,3 
SC0902 45,1 38,70 29,5 23,7 
Oxitocina* 32,4 30,60 26,0 18,5 
        *Controle negativo 
18 Permeabilização das membranas modelo 
Com o objetivo de compreender melhor a interação entre os peptídeos e as 
membranas bacterianas e de eritrócitos humanos, estudos de permeabilização 
empregando lipossomas foram utilizados para mensurar a liberação de 
carboxifluoresceína (CF) e consequetemente a formação de poros nos 
lipossomos. 
A interação entre  o peptídeo e a membrana bacteriana foi avaliada em 
vesícula contendo POPC/POPG (80 % / 20 %);  já para avaliar o efeito sobre as 
membranas de eritrócitos foram utilizados lipossomos de POPC (100 %).  Os 
lipídios foram escolhidos de acordo com a composição da membrana de 
mamíferos, majoritariamente composta por fosfolipídios zwitterônicos, como 
POPC, enquanto para a membrana bacteriana foi usado 20% de POPG como 
fosfolipídio negativo. 
Os peptídeos PE1105 e SC0902, mostraram um aumento da atividade 




membrana mimética de eritrócitos (Tab.18), ou seja, estes PAMs apresentam 
efeito antimicrobiano sem causar danos aos eritrócitos. 
CJ0714 (Tab. 18) mostrou o mesmo potencial de permeabilização para 
ambas as membranas utilizadas. De acordo com Crusca et al. (2001) a 
concentração capaz de permeabilizar a membrana de eritrócitos por este peptídeo 
foi de 4 µmol/l,  quando utilizada a composição da vesícula de 5% DPPA (1,2-
dipalmitoyl-3-phosphatidic acid), 47,5 % DPPC (1,2-dipalmitoyl-3-phosphocholine), 
e 47,5 % SM (esfingomielina). Para este mesmo peptídeo e com a membrana 
adotada nesta tese, a permeabilização ocorreu a 0,015 µg/ml. A permeabilização 
pode diferir de acordo com a composição da vesícula. 
EC0604 e Hya-1 (Tab.18) apresentou maior atividade de permeabilização 
das vesículas de POPC do que as de POPC/POPG, isto mostra que estes 
peptídeos apresentam maior interação com células de mamíferos do que células 
bacterianas, o que torna impraticável o uso destes peptídeos. 
A análise estatítica mostrou que nenhuma diferença estatítica pode ser 
observada entre as vesículas estudadas, quanto ao peptídeo CJ0714. Para os 
demais peptídeos diferenças significativas foram observadas pelo Teste de Tukey 
















Porcentagem de Permeabilidade 
80%POPC e 20%POPG 100%POPC 
PE1105 8  45,0 a 3,3 b 
SC0902 0,5 33,8 a 7,8 b 
EC0604 2  32,8 a 93,9 b 
HYA-1 0,0312 34,4 a 63,3 b 
CJ0714 0,015 16,8 a 10,5 a 
Análise estátistica  da atividade dos PAMs sob dois modelos de lipossomos 
(P<0.05, ASSISTAT;n=2).  As médias seguidas da mesma letra nas linhas não 
diferem estatisticamente entre si.   
 
19 Uso de vetores virais para avaliação da expressão transiente dos PAMs 
19.1 Avaliação do produto de PCR e determinação do tamanho do fragmento 
 O tamanho do produto de PCR é dado pela soma de pares de bases do dos 
nucleotídeos do peptídeo, da região 3’NTR e da região da ribozima. Para isso 
foram utilizados os primers específicos de cada peptídeo e o primer da região 
2161 do genoma do CTV (Fig. 28). 
 
Figura 28. Esquema da localização dos primers para a amplificação da 





 O tamanho do produto de PCR esperado foi de 417; 423; 399; 417 e 300 pb 
para CJ0714, EC0604, SC0902, PE1106 e CitGASA-CS, respectivamente. A 
análise da qualidade e quantidade do produto de PCR foi realizada por meio de 
eletroforese em gel de agarose 1% (Fig. 29). Para o CitGASA-CS, o próprio primer 
foi utilizado como molde para a obtenção do produto de PCR, pois somente a 
sequência do CitGASA-CS tem 300 nucleotídeos. Para os demais PAMs isso não 
foi possível, pois a sequência desses peptídeos é de 57(CJ0714), 63 (EC0604), 39 
(SC0902), 57(PE1106) nucleotídeos. Os peptídeos SC0902 e EC0604 precisaram  
ser clonados previamente em PGEM-T. Os demais peptídeos puderam ser 
clonados diretamente no vetor viral do CTV. 
 As figuras 30A  e 30 B  mostram  as colônias positivas da clonagem de 
EC0604 e SC0902 em PGEM-T, sendo que as amostras assinaladas em azul, 
foram as colônias selecionadas para a realização da reação de digestão (Fig. 30 
C). A figura 30 C mostra também a digestão do vetor, assim como do produto de 
PCR, com as enzimas PacI/SwaI. A digestão do vetor e do produto de PCR 
permite a confirmação da presença do PAM e avaliação da qualidade da reação 
de digestão. Os produtos obtidos como mostra a figura 30 foram utilizados para a 






Figura 29. Eletroforese em gel de agarose dos produtos da PCR utilizando o 
molde WT (Wild type) 1:50 para a amplificação dos peptídeos (A) (1) CJ0714; (2) 
EC0604; (3) SC0902; (B) (1) PE1106; (C) (1) CiTGASA-CS; (M) 1Kb Plus DNA 
Ladder Invitrogen. 
 
Figura 30.(A)  Eletroforese em gel de agarose dos produtos da PCR de colônia 
para EC0604 (1-8) clonados no vetor PGEM-T; (B) PCR de colônia SC0902 (9-11) 
clonados em PGEM-T; (C) Reação de digestão da PCR para as colônias 
selecionadas nas figuras A e B:(1-3 EC0604) e (4-6 SC0902); (7) Digestão do 
vetor – tGFP com PacI/SwaI e (8) Digestão do vetor – tGFP com SwaI (M) 1Kb 





19.2 Transformação de E.coli e  R. radiobacter (A.tumefaciens) 
 
 Para a confirmação da transformação, tanto em E.coli como em 
R.radiobacter, foram utilizados os primers 342 (+) e 57 (-) (Fig. 31) para os PAMs 
EC0604, SC0902 e PE1106. O tamanho dos produtos esperados utilizando esses 
primers é de 507 (Fig. 32 e 33) e 483 pb (Fig. 32). Para  a confirmação da 
inserção da sequência referente ao PAM PE1106 (501 pb), para as a 
transformações em E.coli foram realizadas as reações de digestão com as 
enzimas PacI/ SwaI (Fig. 34 A) e PCR convencional (Fig. 34 B).  As colônias de 
E.coli foram utilizadas para fazer a extração de DNA plasmidial (Maxprep) seguido 
do sequenciamento e transformação de R. radiobacter. Três PCRs de colônias 
foram selecionadas para a confirmação da transformação de R.radiobacter (Fig. 
34 C). 
Para estimar o tamanho do produto de PCR, foi subtraído o número de 
bases referente à posição 342 (+) e 57(-) do genoma do CTV e adicionado o 
número de bases referente aos PAMs. Para o CitGASA-CS os primers utilizados 
para a confirmação da transformação em E.coli  foram 342 (+) e 57(-) e para 
R.radiobacter foram RA-CitGASA-CS  (+) e  57 (-), respectivamente (Fig. 35). O 
tamanho esperado foi de 700 pb e de 600 pb, respectivamente. Para o CJ0714 em 
ambas as transformações foi utilizado RA – CJ0714 (+) e 57 (-) (Fig.31) com um 
produto de PCR de aproximadamente 360 pb (Fig.  36).  
 Após a confirmação da transformação em E.coli foi feita a Maxprep das 




R.radiobacter. Com o sequenciamento foi possível verificar  a clonagem da 




















Figura 32. Eletroforese em gel de agarose  (A) (1 – 6) Transformantes positivos em E.coli 
para EC0604 (7 – 14) Transformantes positivos em R.radiobacter para SC0902; (15) Vetor-
TGFP – controle positivo. (B) Transformantes positivos em E.coli para SC0902. (M) 1Kb Plus 
DNA Ladder Invitrogen. 
 
Promotor CP 3’NTR p23 AMP 






Figura 33.  Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR de colônia para 




Figura 34. Eletroforese em gel de agarose: (A) Digestão do vetor contendo o 
inserto TGFP e produto de PCR PE1106 com PacI e SwaI – (1) Digestão com 
SwaI; (2) Digestão do PCR ; (3) Digestão PacI/SwaI. (B) Confirmação da 
transformação em E.coli - (1) colônia positiva ; (2) vetor WT utilizado como 
controle positivo. (C) Confirmação da transformação em R.radiobacter – (1) WT 







Figura 35. PCR de colônia para transformantes de CitGASA-CS (A) E.coli e (B) R. 
radiobacter (M) 1Kb Plus DNA Ladder Invitrogen. As amostras indicadas  com 
setas (A8, B2 e B6) foram selecionadas para os passos subsequentes. 
 
 
Figura 36. Eletroforese em gel de agarose dos produtos da PCR de colônia para 
CJ0714 (1 - 6) PCR para transformantes em R.radiobacter (7) PCR para 





19.3 Detecção de AMPs em extrato de virions e microscopia eletrônica 
 
 Antes da realização da inoculação em plantas de citros, foi realizado o RT-
PCR das frações obtidas no processo de extração de virions e a visualização por 
microscopia eletrônica para verificar a integridade das partículas virais. Para o 
PE1106 (Fig. 37), não foi possível avaliar todas as frações obtidas do processo de 
extração. Para SC0902 (Fig. 38 e 39), EC0604 (Fig. 40 e 41) e CitGASA-CS (Fig. 
42 e 43) foram feitas as detecções para as três frações. 
 Somente para o peptídeo CJ0714 não foi possível fazer a inoculação em 
plantas de citros. Foram realizadas três inoculações  do CJ0714, em cinco plantas 
de N. benthamiana, mas não foram observados os sintomas esperados para a 
infecção do CTV, como observado no controle positivo (Clone 88-1 do CTV com 
GFP) para a infecção  do mesmo, onde pode-se ser observar o encarquilhamento 
da folha, assim como, a presença de nervuras brancas nas folhas (Fig. 44). Para 
confirmar a presença de CTV nessas amostras foram feitas duas reações ELISA e 
em nenhuma delas foi possível detectar o vírus do CTV, exceto para o controle 
positivo. Nesse caso, o peptídeo poderia estar afetando a replicação do vírus, mas 





Figura 37. Eletroforese em gel de agarose dos produtos da RT-PCR para a 
detecção da expressão do peptídeo PE1106 (A)  Primer especifico (+)/57(-) e (B) 
342 (+) / 57 (-); (1 e 3) Fração D2 obtido da segunda ultracentrifugação da 
extração dos virions descrito no item (8.1) desta tese; (2 e 4). Amostra de virions 
utilizada para a inoculação em citros; (5) PCR do vetor WT como controle positivo 
(C) Microscopia dos virions a serem inoculados. 
 
 
Figura 38.  Microscopia dos virions do SC0902 (A) Fração D1 obtido da primeira  
ultracentrifugação da extração dos virions; (B) Fração D2 obtido da segunda 
ultracentrifugação da extração dos virions; (C)  Fração amostra (S) de virions 






Figura 39. Eletroforese em gel de agarose dos produtos da RT-PCR para a 
detecção da expressão do SC0902 (A) primers 342 (+)/57(-) e (B) primer 
específico/ 57 (-); (1 e 5) Fração D1 obtido da primeira ultracentrifugação da 
extração dos virions; (2 e 6) Fração  D2 obtido da segunda ultracentrifugação da 
extração dos virions; (3 e 7) Amostra de virions utilizada para a inoculação em 
citros; (4 e 8) PCR do vetor WT como controle positivo utilizando os primers 342 
(+) e 57 (-). 
 
Figura 40. Microscopia dos virions do EC0604 (A) Fração D1 obtido da  primeira 
ultracentrifugação da extração dos virions; (B) Fração D2 obtido da segunda 
ultracentrifugação da extração dos virions; (C) Fração amostra (S) de virions 























Figura 41.  RT-PCR para a detecção da expressão do EC0604 (A) primer 
especifico (+)/ 57(-) e (B) primer 342 (+) / 57 (-); (1 e 5) Fração D1 obtido da 
primeira ultracentrifugação da extração dos virions; (2 e 6) Fração D2 obtido da 
segunda ultracentrifugação da extração dos virions; (3 e 7) Fração amostra (S) de 
virions utilizada para a inoculação em citros; (4) PCR do vetor WT como controle 









Figura 42. Microscopia dos virions do CitGASA-CS (A) Fração D1 obtido da primeira 
ultracentrifugação da extração dos virions; (B) Fração D2 obtido da segunda 
ultracentrifugação da extração dos virions; (C) Fração amostra (S) de virions utilizada para 












Figura 43. RT-PCR para a detecção da expressão do CitGASA-CS (A) primer 
específico (+) /57(-) e (B) primer 342 (+) / 57 (-); (1 e 4) Fração D1 obtido da 
primeira ultracentrifugação da extração dos virions; (2 e 5) Fração D2 obtido da 
segunda ultracentrifugação da extração dos virions; (3 e 6) Amostra de virions 
utilizada para a inoculação em citros; (7) PCR do vetor WT como controle positivo 






Figura  44. Planta de N.benthamiana (A) Planta sintomática inoculada com o 
controle CTV 88-1 e (B) Planta inoculada com a construção CTV+CJ0714, após 
60 dias. 
 
19.4 RT-PCR, ELISA e sequenciamento  
 
 O sequenciamento realizado possibilitou a confirmação da inserção da 
sequência do AMP no vetor viral, assegurando todos os passos desde a clonagem 
no vetor viral do CTV até as plantas inoculadas de citros com a construção CTV + 
AMP, onde pode ser detectada a expressão do AMP. Para verificar se o peptídeo 
estava sendo expresso nas plantas a reação de RT-PCR foi realizada (Fig. 45). As 
plantas ELISA positivas foram utilizadas para a avaliação do efeito da expressão 






















Figura 45. RT-PCR de plantas de citros para a detecção da expressão dos 
peptídeos em citros – (1) EC0604;(2) SC0902; (3) PE1106; (4) CitGASA-CS; (5) 
TGFP (Controle positivo). 
 
20 Avaliação do efeito dos peptídeos sobre HLB in planta e em Diaphorina 
citri 
Após 90 dias da infestação das plantas com D. citri (psilídeos) HLB 
positivos foram realizadas duas amostragens (Ramos B e C) a partir do ramo 
infestado ( A), ou seja, ramo da planta onde os psilídeos foram colocados para se 
alimentarem. O ramo A foi acidentalmente removido e, portanto, não utilizado para 
as análises de detecção da bactéria nas plantas contendo as construções CTV 
com a presença dos peptídeos. Para a realização do diagnóstico de CaLas em 




plantas foi realizado RT-qPCR. A avaliação por RT-qPCR foi realizada através dos 
valores CtB (Ramo B) e Ctc (Ramo C), onde  a bactéria já pode ser detectada  no 
começo da reação em torno do ciclo número 20,  e que a remoção do ramo 
infestado (A), não afetou a quantificação. 
 Além da avaliação in planta, foi realizada uma avaliação nos psilídeos 15 
dias após terem sido colocados nas plantas, com o objetivo de verificar se os 
peptídeos expressos in planta poderiam estar atuando sobre Ca.Liberibacter 
asiaticus no inseto. Análises foram realizadas aos 30 dias para verificar se esses 
peptídeos poderiam ter algum efeito sobre a transmissão da bactéria para 
progênies do inseto vetor subsequentes.  As análises foram realizadas para a fase 
adulto do inseto. Com isso, pode-se observar uma porcentagem de psilídeos que 
se mantiveram positivos para HLB (Tab. 19). 
  Dos 75 psilídeos colocados para cada experimento foi possível recuperar 
diferentes quantidades de psilídeos aos 15 dias, por exemplo, para o PAM 
SC0902 foram recuperados 48  insetos, dos quais 17% apresentavam positivos 
para CaLas.  Aos 30 dias obteve-se os valores estimados de 17 a 33% de 
psílideos positivos, para mais de cem psilídeos amostrados. No caso do peptídeo 
CitGASA-CS, aos 15 dias, foi possível recuperar os 75 psilídeos e somente 8% 




multiplicada na progênie subsequente (mais de cem psilídeos amostrados), e essa 
detecção passou para 21 % após 30 dias (Tab. 19). 
 Já para o peptídeo PE1106, dos 75 psilídeos foi possível recuperar 34, dos 
quais 17% eram positivos. Apesar disso, não foi possível detectar a bactéria nas 
progênies (número de psilídeos amostrados menor que 100), ou seja, o peptídeo 
pode ter atuado de alguma forma no inseto, de modo, que alterou o processo de 
transmissão da bactéria para a próxima geração.  
Estudos para verificar a transmissão transovariana de CaLas pelo psilídeo 
D. Citri foram conduzidos por Pelz-Stelinski et al. (2010) que demonstraram que 
este tipo de transmissão varia de 2 a 6%.  A transmissão varia de acordo com o 
estágio de desenvolvimento do inseto, sendo que a fase de ninfa é a que 
apresenta maior eficiência de transmissão, em torno de  6,3%. Já a fase de ovo e 
adulto, esse valor é de 2 e 2,4% respectivamente. Comparando os dados obtidos 
por Pelz-Stelinski et al. (2010) e com os apresentados nesta tese, pode-se dizer 
que a transmissão transovariana foi alta para os peptídeos SC0902, CitGASA-CS 
e EC0604, após 30 dai. Já para o peptídeo PE1106, a porcentagem de 





Tabela 19.  Detecção de CaLas por RT-qPCR, em plantas expressando os PAMs  
e  ação destes sobre a presença da bactéria nos psilídeos. 







value C 15 dai 30 dai 
REP1 
SC0902(MV) 
NA 20,68 19,26 17% 
17-33% REP2 NA 20,75 23,38 (48/75) 






NA 18,25 21,65 
17% 
0% 
REP2 NA 32,18 34,87 
REP3 NA 18,21 23,13 (34/75) 
REP4 NA 21,74 19,25 
REP5 NA 32,61 31,92 
REP1 
SC0902(CM) 
NA 22,48 20,37 25% 
29-42% REP2 NA 21,40 20,39  (53/75) 
REP3 NA 22,24 20,99 
REP1 
CitGASA-CS 






NA 20,59 20,63 25% 
13% 
REP2 NA 21,37 20,21 (36/75) 



















21 Conclusões  
 
- Os peptídeos SC0902, CJ0714, Hya-1, C0715, EC0604, AR0610 e PE1105 
apresentaram resultados coerentes e efetivos para experimentos in vitro e em 
folha destacada para Xcc. 
- Para os experimentos em planta com Xcc, os peptídeos CJ0714, AR0610 e 
PE1105, apresentaram respostas diferentes aos obtidos  in vitro  e emfolha 
desatacada. Nesse caso a meia vida do PAM pode ter sido afetada por proteases, 
outros compostos presentes no interior da planta e as condições de casa de 
vegetação; 
- Os dados obtidos para S. meliloti  e R.radiobacter mostram o possível efeito dos 
PAMs sobre HLB. A utilização do vetor viral do CTV é de extrema importância pela 
rapidez e versatilidade para obtenção de resultados (transformação de plantas). 
-Para X. fastidiosa nenhum peptídeo avaliado apresentou controle significativo do 
patógeno. Dois peptídeos, AR0610 e Hya-1 apresentaram atividade inibitória da 
ordem de 10 X para o crescimento planctônico e bioflme.  
- Os peptídeos  (CJ0714, EC0604 e Hya-1) que apresentam boa atividade 
antimicrobiana para a maioria das bactérias e alta atividade hemolítica, não são 
recomendados para utilização em processos de transformação de plantas, devido 
ao risco a saúde humana; 
- O peptídeo PE1105 obtido de sequências de ESTs depositadas no CitEST, pode 
ser considerado um dos peptídeos mais interessantes, já que  apresentou 
atividade antimicrobiana para Xcc  e nenhum efeito citotóxico. Dessa forma, esse 




utilizando genes da própria espécie, apresentando uma melhor aceitação pelo 
público. 
- O peptídeo SC0902 apresentou bons resultados para o contole in vitro de 
Xanthomonas citri subsp. citri e S. meliloti. Em relação aos testes de avaliação de 
citotoxicidade, este peptídeo apresentou alta taxa de desgranulação de 
mastócitos. Entretanto, antes de descartar o uso deste peptídeo para a 




















22 Considerações Finais 
 
- Mudanças na sequência de aminoácidos, assim como a mudança de 
conformação de L–aa para D-aa, podem reduzir, eliminar ou aumentar a atividade 
antimirobiana, assim como os efeitos citotóxicos. Dessa forma, peptídeos que 
apresentaram bons resultados neste trabalho em relação à atividade 
antimicrobiana e resultados não satisfatórios para os testes de citotoxicidade, 
podem ter suas configurações  alteradas para que  mantenham ou incrementem a 
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